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AI Astrociti specifično izražajo kalijeve kanalčke Kir4.1, s katerimi prerazporejajo 
kalijeve ione v možganovini in vplivajo na vzdražnost nevronov. Prekomerno 
izražanje astrocitnih kanalčkov Kir4.1 lahko povzroči hiperpolarizacijo nevronov v 
možganskem predelu imenovanem lateralna habenula (LHb) in izzove atipični vzorec 
proženja akcijskih potencialov, ki ga povezujemo s pojavom depresivnega vedenja 
pri glodalcih. Ketamin, splošni anestetik, ki izzove hiter, močan in dolgotrajen 
antidepresivni učinek, blokira atipično električno aktivnost nevronov LHb in zmanjša 
depresivno vedenje. V nalogi smo raziskali vpliv ketamina na mobilnost in izražanje 
kalijevega kanalčka Kir4.1 na površini astrocitov v kulturi. V astrocite smo vnesli 
plazmidno DNA z zapisom za fluorescentno označen kalijev kanalček Kir4.1 
(pKir4.1-EGFP) in mikroskopsko raziskali mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. V 
časovnih nizih konfokalnih mikrografij smo izmerili mobilnost in njeno spremembo 
po kratkoročnem (30 min) tretiranju astrocitov s subanestetičnim odmerkom 
ketamina (2,5 in 25 µM). Tretiranje celic s ketaminom je izzvalo zmanjšanje (P<0,05) 
vseh parametrov mobilnosti (prepotovana pot (TL), največji odmik na poti (MD), 
indeks usmerjenosti (DI) in hitrost) Kir4.1-pozitivnih mešičkov glede na mobilnost v 
kontrolnih, ne-tretiranih, astrocitih. Kratkoročno tretiranje s ketaminom je zmanjšalo 
površinsko gostoto imunocitokemično označenih kanalčkov Kir4.1 v plazmalemi 
astrocitov. Poleg kratkoročnega vpliva ketamina na mobilnost mešičkov smo raziskali 
še dolgoročni vpliv povečane koncentracije zunajceličnih K+ ([K+]o, 15 mM) in 
dbcAMP (dibutiril ciklični adenozin 5'-monofosfat, 1 mM), s katerima smo simulirali 
vnetni odziv. Oba načina tretiranja celic (15 mM K+ in 1 mM dbcAMP) sta značilno 
zmanjšala (P<0,05) mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Zaključimo lahko, da vsi 
uporabljeni načini tretiranja celic zavrejo znotrajcelično mobilnost kanalčkov Kir4.1 
ter da subanestetični odmerki ketamina učinkovito zavirajo dostavo Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov proti perifernim predelom celice in zmanjšajo površinsko gostoto 
kanalčkov v plazmalemi. Zmanjšana površinska gostota kanalčkov Kir4.1 lahko 
zavre atipični vzorec proženja akcijskih potencialov nevronov LHb in vivo in olajša 
depresivno občutje.  
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LA sl 
AL sl/en 
AB Potassium channel Kir4.1 is specifically expressed in astrocytes and regulates 
neuronal excitability by mediating spatial potassium buffering. Overexpression of 
astrocyte Kir4.1 may contribute to hyperpolarization of neurons in brain region of 
lateral habenula (LHb) and increases the atypical action potential firing that augments 
depression-like behavior in rodents. Ketamine, a general anaesthetic, that exerts rapid, 
potent and long-lasting antidepressant effect, blocks the atypical electrical activity of 
LHb neurons and alleviates depressive behavior. In this study we evaluated the impact 
of ketamine on mobility and surface expression of Kir4.1 channel in cultured 
astrocytes. We transfected astrocytes with the plasmid encoding potassium channel 
Kir4.1 tagged with enhanced green fluorescent protein (pKir4.1-EGFP) and 
microscopically examined the intracellular dynamic of mobile vesicles carrying 
Kir4.1. We examined the spontaneous mobility of Kir4.1-positive vesicles and 
analyzed changes in mobility after a short-term (30 min) treatment with subanesthetic 
doses of ketamine (2.5 in 25 µM). Ketamine treatment significantly reduced (P<0.05) 
all mobility parameters (track length (TL), maximal displacement (MD), 
directionality index (DI) and speed) when compared to non-treated controls. 
Short-term treatment also reduced the surface density of immunolabeled Kir4.1 in the 
astrocyte plasmalemma. In addition to the effects mediated by ketamine, we also 
examined the impact of long-term elevation in extracellular concentration of K+ 
([K+]o, 15 mM) and dbcAMP (dibutyryl cyclic adenosine 5′-monophosphate, 1 mM), 
that mimics an inflammatory response. Both treatments (15 mM K+ and 1 mM 
dbcAMP) statistically significantly attenuated (P<0.05) mobility of Kir4.1-positive 
vesicles. We conclude that the listed treatments significantly attenuate the mobility of 
Kir4.1-positive vesicles and that the subanesthetic doses of ketamine inhibit the 
delivery of Kir4.1 towards the astrocyte plasmalemma and reduce the surface density 
of Kir4.1. Reduced surface expression of astrocyte Kir4.1 may reduce atypical firing 
of action potentials by LHb neurons in vivo and contribute to rapid alleviation of 
depressive behavior.   
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1 UVOD 
Astrociti so morfološko in funkcijsko heterogena skupina celic glije v osrednjem živčnem 
sistemu (OŽS) sesalcev (Rajkowska in Stockmeier, 2013; Sofroniew in Vinters, 2010), 
ki izvajajo številne kompleksne naloge (Allen in Barres, 2009; Rajkowska in Stockmeier, 
2013). Nevronom zagotavljajo strukturno in presnovno podporo, uravnavajo krvni pretok 
v možganih in sooblikujejo krvno-možgansko pregrado (Abbott in sod., 2006; Allen in 
Barres, 2006; Rajkowska in Stockmeier, 2013). Pomembni so za vzdrževanje 
mikrookolja nevronov, z izločanjem prenašalcev glije, nevrotrofičnih dejavnikov in 
citokinov pa vplivajo tudi na aktivnost nevronov ter nastanek in oblikovanje sinaps oz. 
sinaptogenezo (Allen in Barres, 2006; Parpura in Zorec, 2010; Sofroniew in Vinters, 
2010). Celice ščitijo pred oksidativnim stresom in igrajo ključno vlogo v obrambnem 
odzivu ob okvarah ali poškodbah OŽS, ki se kaže kot t.i. reaktivna astroglijoza 
(Sofroniew in Vinters, 2010). Motnje in/ali odpovedi delovanja astrocitov prispevajo k 
razvoju nevrodegenerativnih in psihiatričnih bolezni, med katere uvrščamo tudi klinično 
depresijo (Rajkowska in Stockmeier, 2013; Zurolo in sod., 2012). 
Klinična depresija je kronična, ponavljajoča in izčrpavajoča bolezen, ki prizadene 
življenje milijonov ljudi (Abdallah in sod., 2015; Rajkowska in Stockmeier, 2013). Je 
sistemska bolezen, ki pomeni dejavnik tveganja za razvoj kardiovaskularnih bolezni in 
večjo verjetnost za smrt zaradi srčnega infarkta (Manji in sod., 2001). Depresija spada 
med vodilne vzroke za invalidnost v svetu in približno 15 % posameznikov s klinično 
depresijo umre zaradi samomora (Abdallah in sod., 2015; Manji in sod., 2001; Jose 
Manoel Bertolote, 2002). Depresijo spremlja širok spekter simptomov in znakov, kot so 
izguba volje in interesa, motnje spanja, pomanjkanje energije, spremembe teka in telesne 
mase, občutki nepomembnosti, motnje koncentracije ter misli na smrt in samomor 
(Rajkowska in Stockmeier, 2013). Sprva je prevladovalo mnenje, da je depresija 
posledica motenega delovanja nevronov, danes pa vemo, da so v patofiziologijo depresije 
vpleteni tudi astrociti in ostali tipi celic glije (Manji in sod., 2001; Rajkowska in 
Stockmeier, 2013; Sanacora in Banasr, 2013), ki so lahko dodatne celične tarče za 
delovanje antidepresivov (Czeh in Benedetto, 2012). 
Čeprav je danes na voljo več kot 20 različnih antidepresivov, je učinkovitost zdravljenja 
klinične depresije omejena, saj pri precejšnem deležu pacientov ne dosežemo trajne 
remisije (zazdravitve), nekateri pa se na zdravljenje sploh ne odzivajo (Abdallah in sod., 
2015; Zanos in Gould, 2018; Murrough in sod., 2013). Antidepresivi, ki delujejo na 
monoaminergične sisteme, potrebujejo več tednov ali celo mesecev, da dosežejo polno 
klinično učinkovitost (Abdallah in sod., 2015; Wang in sod., 2015; Zanos in Gould, 
2018), kar je narekovalo potrebo po iskanju učinkovitejšega in hitro delujočega 
antidepresiva. Odkritje da ketamin, nekompetitivni antagonist NMDA glutamatnih 
receptorjev, ki je v klinični rabi kot splošni anestetik, izzove hitre in dolgotrajne 
antidepresivne učinke, tudi pri pacientih neodzivnih na zdravljenje s klasičnimi 
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antidepresivi, je vzbudilo velik interes v psihiatriji (Autry in sod., 2011; Wang in sod., 
2015; Zanos in Gould, 2018; Murrough in sod., 2013). Antidepresivni učinki ketamina 
nastopijo že v dveh urah po enkratni intravenski aplikaciji subanestetičnega odmerka in 
lahko trajajo do 2 tedna (Autry in sod., 2011). 
Avtorji novejših raziskav na glodalcih (Cui in sod., 2018; Yang in sod., 2018) poročajo, 
da je klinična depresija tesno povezana z atipično električno aktivnostjo nevronov (le-ti 
prožijo vlake akcijskih potencialov) v možganskem predelu imenovanem lateralna 
habenula (LHb). LHb se povezuje z limbičnim sistemom in »centri za nagrajevanje«. 
Atipično proženje akcijskih potencialov nevronov LHb povezujemo s prekomernim 
izražanjem kalijevega kanalčka Kir4.1 v astrocitih (Cui in sod., 2018; Yang in sod., 2018), 
kar vodi v čezmerno odstranjevanje zunajceličnih kalijevih ionov v astrocite in 
hiperpolarizacijo membranskega potenciala nevronov ter atipično proženje akcijskih 
potencialov, kar ojača depresivno vedenje živali (Cui in sod., 2018). Zmanjšano izražanje 
Kir4.1 v depresivnih živalih zavira atipično aktivnost nevronov LHb in ublaži depresivno 
vedenje (Cui in sod., 2018). Ketamin blokira atipični vzorec nevronske aktivnosti pri 
depresivnih živalih in infuzija ketamina v predel LHb lahko izzove hitre antidepresivne 
učinke (Yang in sod., 2018). 
1.1 NAMEN DELA 
Navkljub številnim raziskavam celični mehanizem antidepresivnega delovanja ketamina 
še vedno ni povsem pojasnjen, njegov vpliv na znotrajcelični transport in/ali izražanje 
kalijevega kanalčka Kir4.1 na površini astrocitov pa je popolnoma neraziskan. 
V nalogi smo najprej raziskali subcelično lokalizacijo fluorescentno označenega 
kalijevega kanalčka Kir4.1 v imunocitokemično označenih membranskih predelkih 
astrocitov podgane v kulturi in ugotavljali porazdelitev Kir4.1-pozitivnih predelkov ob 
polariziranih elementih citoskeleta. V nadaljevanju smo raziskali znotrajcelično 
mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov v astrocitih v kulturi v spontanih razmerah in po 
tretiranju celic s subanestetičnim odmerkom ketamina. Postavili smo naslednje hipoteze: 
▪ Kir4.1 je protein v membrani mobilnih celičnih predelkov, ki interagirajo s 
plazmalemo in uravnavajo gostoto kanalčkov Kir4.1 na površini astrocitov. 
▪ Aplikacija subanestetičnih odmerkov ketamina spremeni mobilnost 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
▪ Aplikacija subanestetičnih odmerkov ketamina spremeni površinsko gostoto 
nativnih kanalčkov Kir4.1 v plazmalemi astrocitov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ASTROCITI 
Celice glije so heterogena skupina neživčnih celic v osrednjem živčnem sistemu (OŽS), 
ki se razlikujejo v zgradbi in funkciji ter so ključnega pomena za razvoj, vzdrževanje 
homeostaze in obrambo OŽS (Rajkowska in Stockmeier, 2013; Verkhratsky in sod., 
2016). Delimo jih na makroglijo (sestavljajo jo celice astroglije, oligodendrociti in glija 
NG-2), ki je nevroepitelijskega izvora in na mikroglijo, ki je hematopoetskega izvora 
(Verkhratsky in sod., 2014). Astrociti so najbolj raznolika skupina celic glije, ki jih glede 
na zgradbo in anatomsko lokacijo delimo v več podtipov. So tudi najbolj številčna 
skupina celic in predstavljajo 20-40 % populacije celic v možganih človeka (Rajkowska 
in Stockmeier, 2013; Sofroniew in Vinters, 2010; Stenovec in sod., 2019). 
2.1.1 Zgradba in naloge astrocitov 
Iz telesa astrocita, ki vsebuje okroglo jedro, izraščajo številni izrastki, ki se stikajo s 
krvnimi žilami, obdajajo sinapse in tvorijo na tisoče povezav z drugimi celicami (Allen 
in Barres, 2006; Rajkowska in Stockmeier, 2013; Sofroniew in Vinters, 2010). 
Posamezen astrocit lahko vzpostavi fizični stik s približno 2 milijonoma sinaps v 
možganih človeka in približno 100.000 sinapsami v možganih miši (Stenovec in sod., 
2019; Parpura in sod., 2012; Oberheim in sod., 2006). Nova dognanja o fiziološki vlogi 
astrocitov so pripeljala do zamisli o t.i. tripartitni sinapsi, v kateri je poleg pre- in 
postsinaptičnega nevrona udeležen tudi perisinaptični astrocit, ki zagotavlja preskrbo 
nevronov z glukozo in kisikom, uravnava homeostazo vode in ionov v sinaptični špranji, 
omogoča odstranjevanje in recikliranje živčnih prenašalcev, s sproščanjem prenašalcev 
glije in rastnih dejavnikov pa lahko tudi komunicira z drugimi celicami ter vpliva na 
aktivnost nevronov in razvoj ter dozorevanje sinaps (Allen in Barres, 2006; Kinboshi in 
sod., 2017; Rajkowska in Stockmeier, 2013; Sofroniew in Vinters, 2010; Volterra in 
Meldolesi, 2005). Astrociti tudi fizično izolirajo posamezne sinapse med nevroni in 
omogočajo prostorsko specifičnost sinaptičnega prenosa (Allen in Barres, 2009). 
Homeostazo živčnih prenašalcev zagotavljajo z izražanjem številnih transporterjev, kot 
so transporterji za glutamat, GABA in glicin (Sofroniew in Vinters, 2010). Za 
uravnavanje in ohranjanje nevronske aktivnosti je pomembno zagotavljanje ustrezne 
zunajcelične koncentracije ionov, predvsem kalijevih, saj ti vplivajo na vzdražnost 
nevronov in mirovni membranski potencial (MMP) celic (Kinboshi in sod., 2017; Ohno 
in sod., 2018; Zurolo in sod., 2012). Uravnavanje zunajcelične koncentracije kalijevih 
ionov ([K+]o) spremlja uravnavanje količine vode v zunajceličnem prostoru. Procesa 
omogočajo kalijevi kanalčki Kir4.1 in vodni kanalčki akvaporini 4 (AQP4), ki so močni 
izraženi v izrastkih astrocitov (Connors in sod., 2004; Potokar in sod., 2013a; Song in 
Gunnarson, 2012). 
Gajić A. Vpliv ketamina na znotrajcelično dinamiko kalijevega kanalčka Kir4.1 v astrocitih v kulturi. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
4 
2.1.2 Kalcijeva vzdražnost v astrocitih 
Čeprav so astrociti električno nevzdražne celice, ki ne prožijo akcijskih potencialov 
(Volterra in Meldolesi, 2005; Zorec in sod., 2012), se lahko odzivajo na nevronsko 
aktivnost in fiziološke dražljaje, vplivajo na aktivnost nevronov ter komunicirajo z 
ostalimi celicami v OŽS (Volterra in Meldolesi, 2005). Fiziološki dražljaji izzovejo 
prehodno povečanje znotrajcelične koncentracije prostih kalcijevih ionov ([Ca2+]i), kar 
sproži izločanje prenašalcev glije s katerimi astrociti uravnavajo nevronsko aktivnost 
(Allen in Barres, 2006; Sofroniew in Vinters, 2010; Zhang in sod., 2004). Kalcijeva 
signalizacija zahteva prisotnost različnih molekul in signalnih poti, ki omogočajo 
nastanek koncentracijskih gradientov Ca2+ in prehajanje ionov med različnimi celičnimi 
organeli/predelki (Zorec in sod., 2012). Ca2+ se v astrocitih skladišči v endoplazmatskem 
retikulumu, ki s sproščanjem Ca2+ vpliva na koncentracijo ionov v citosolu in posledično 
na signalizacijo s Ca2+. Koncentracija kalcija v citosolu med mirovanjem je med 50 in 
100 nM, v endoplazmatskem retikulumu pa med 0,2 in 10 mM (Parpura in Verkhratsky, 
2012; Zorec in sod., 2012).  
Pomemben mehanizem signalizacije s Ca2+ je tudi nastanek kalcijevih valov. Ti se lahko 
pojavijo spontano ali kot odgovor na nevronsko aktivnost, njihov nastanek pa omogoča 
povezanost astrocitov v mrežo oz. funkcionalni sincicij (Abbott in sod., 2006; Allen in 
Barres, 2006; Stenovec in sod., 2019; Zorec in sod., 2012). Draženje enega astrocita lahko 
izzove kalcijev odziv le v eni skupini sosednjih astrocitov, ne pa tudi v drugi, kar kaže na 
obstoj ločenih komunikacijskih omrežij (Allen in Barres, 2006; Volterra in Meldolesi, 
2005). 
Astrocite v omrežje povezujejo presledkovni stiki (ang. gap junctions), ki poleg 
kalcijevih valov omogočajo hitro in učinkovito izmenjavo ionov, sekundarnih 
prenašalcev, nukleotidov in drugih malih molekul. Funkcionalni sincicij je pomemben 
tudi za prostorsko uravnavanje zunajcelične koncentracije kalija in glutamata ter količine 
vode in za zagotavljanje homeostaze v zunajceličnem prostoru (Abbott in sod., 2006; 
Allen in Barres, 2006; Stenovec in sod., 2019). Hitro odstranjevanje, predvsem kalija in 
glutamata, je pomembno za preprečevanje škodljivih učinkov kopičenja teh snovi v 
sinaptični špranji (Sofroniew in Vinters, 2010) 
Presledkovne stike tvorijo membranski proteini koneksini, natančneje koneksina 30 in 
43. V nekaterih posameznikih s klinično depresijo, ki so umrli zaradi samomora, so 
potrdili zmanjšano izražanje koneksinov 30 in 43, prav tako so zmanjšano izražanje 
potrdili v živalskih modelih depresije – podganah izpostavljenih kroničnemu stresu 
(Rajkowska in Stockmeier, 2013). Posledica zmanjšanega izražanja koneksinov je 
sprememba oz. motnja kalcijevih valov in komunikacije med astrociti in ostalimi 
celicami, kar nakazuje na vpletenost koneksinov in kalcijeve signalizacije v 
patofiziologijo depresije (Rajkowska in Stockmeier, 2013). Nekateri splošni anestetiki, 
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med drugim tudi ketamin, motijo kalcijevo vzdražnost v astrocitih in zavirajo nastanek 
kalcijevih valov (Thrane in sod., 2012), njihova kronična uporaba pa odpravi 
spremenjeno morfologijo presledkovnih stikov, ki je posledica kroničnega stresa pri 
podganah (Rajkowska in Stockmeier, 2013). 
2.1.3 Prenašalci glije in s Ca2+ uravnavana eksocitoza 
Astrociti z izločanjem prenašalcev glije, nevrotrofičnih dejavnikov in citokinov zavrejo 
ali spodbudijo aktivnost nevronov v tripartitnih sinapsah (Allen in Barres, 2006; 
Sofroniew in Vinters, 2010; Zhang in sod., 2004). Prenašalci glije so različne molekule, 
ki jih sintetizirajo in/ali hranijo ter izločijo celice glije. Njihovo izločanje sprožijo 
fiziološki in/ali patološki dejavniki, prenašalci nato aktivirajo hitre (nekaj milisekund do 
sekund) odzive v sosednjih celicah in igrajo pomembno vlogo v (pato)fizioloških 
procesih (Parpura in Zorec, 2010; Volterra in Meldolesi, 2005). Poleg relativno hitro 
delujočih prenašalcev glije astrociti sproščajo tudi efektorje, ki delujejo počasneje (za 
delovanje potrebujejo nekaj minut ali celo dni) in navadno vplivajo na tarče, ki so bolj 
oddaljene od sinaps. Uravnavajo metabolizem, energijsko ravnovesje, razvoj in vnetne 
procese (Stenovec in sod., 2019). 
Med prenašalce glije štejemo aminokisline (npr. glutamat in D-serin), nukleotide 
(npr.  ATP) in peptide (npr. BDNF, ang. brain-derived neurotrophic factor). Astrociti jih 
sproščajo na različne načine: preko anionskih kanalčkov v membrani, hemikanalov, preko 
ustreznih transporterjev ali z od kalcija odvisno eksocitozo (Parpura in Zorec, 2010; 
Zhang in sod., 2004).  
Eksocitoza je hiter proces, ki zahteva usmerjeno dostavo mešičkov do plazmaleme, zlitje 
membrane sekrecijskih mešičkov s plazmalemo in difuzijsko izločanje snovi iz svetline 
mešičkov v zunajcelični prostor (Volterra in Meldolesi, 2005). Za potek eksocitoze so 
ključni mešički, ki sprejmejo in nato sprostijo različne male molekule, kot so prenašalci 
glije, omogočajo pa tudi transport večjih molekul, kot so proteinski transporterji, različni 
receptorji in vodni kanalčki (Vardjan in sod., 2015). Usmerjeno gibanje mešičkov in 
učinkovito dostavo do plazmaleme omogočajo elementi citoskeleta in molekulski 
motorni proteini (Potokar in sod., 2007; Stachelek in sod., 2001). 
Sekrecijski mešiček, ki vstopi v proces uravnavane eksocitoze tipično vsebuje: 
▪ transporter, ki omogoča vnos prenašalcev glije ali drugih snovi v svetlino mešička 
(npr. vezikularni glutamatni transporter, VGLUT1-3, ki omogoča vnos 
glutamata), 
▪ proteine kompleksa SNARE (ang. soluble N-ethyl maleimide-sensitive fusion 
protein attachment protein receptor), ki so odgovorni za zbližanje in zlitje 
membrane mešička s plazmalemo in 
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▪ kalcijev senzor, ki po povečanju znotrajcelične koncentracije Ca2+ sproži proces 
zlivanja membrane mešička s plazmalemo (Volterra in Meldolesi, 2005; Zorec in 
sod., 2012; Spampinato in sod., 2019; Parpura in Zorec, 2010). 
Med proteine kompleksa SNARE prištevamo celubrevin (VAMP3, ang. 
vesicle-associated membrane protein 3), sinaptobrevin 2 (Syb2 ali VAMP2, ang. 
vesicle-associated membrane protein 2), sintaksin 1 in s sinaptosomom povezan protein 
z molekulsko maso 23 kDa (SNAP-23) (Li in sod., 2015; Parpura in Zorec, 2010). 
Astrociti izražajo tudi pomožne proteine iz družine sinaptotagminov, med katere spada 
sinaptotagmin IV (SytIV) (Mori in sod., 2008; Parpura in Zorec, 2010). V proces 
uravnavane eksocitoze so vpleteni tudi proteini družine Rab, kot je Rab7 (Mori in sod., 
2008; Qin in sod., 2019). 
2.1.4 Znotrajcelični transport in mobilnost mešičkov  
V splošnem se eksocitotski mešički v astrocitih premikajo usmerjeno ali neusmerjeno. 
Usmerjene premike mešičkov omogočajo elementi citoskeleta, neusmerjeno premikanje 
pa najverjetneje prosta difuzija (Potokar in sod., 2007). Mobilnost mešičkov je 
uravnavana s številnimi signalnimi potmi in dinamiko citoskeleta, različna patološka 
stanja pa lahko vplivajo na molekulske mehanizme, ki uravnavajo mobilnost mešičkov 
(Vardjan in sod., 2015). Za usmerjeno mobilnost znotrajceličnih organelov so ključnega 
pomena mikrotubuli iz polimeriziranega tubulina in mikrofilamenti iz polimeriziranega 
aktina (Stachelek in sod., 2001). Za razliko od radialno orientiranih mikrotubulov, pri 
katerih je negativni pol usmerjen proti jedru celice, pozitivni pol pa proti plazmalemi, 
aktinski filamenti (praviloma krajši) niso organizirani na ta način. Usmerjeni so lahko v 
različne smeri, lahko so v obliki lestev in povezujejo mikrotubule med seboj, so gosto 
razporejeni in ključni za zagotavljanje lokalnega transporta (Mallik in Gross, 2004). 
Citoskelet astrocitov vključuje tudi intermediarne filamente, ki vplivajo na razporeditev 
organelov, ohranjanje mehanske stabilnosti in oblike celice, prispevajo pa tudi k 
spremenjeni mobilnosti mešičkov v reaktivnih astrocitih. Sestavljajo jih kisli nitasti 
protein glije (GFAP; ang. glial fibrillary acidic protein), vimentin in nestin, ki je značilen 
za reaktivne ter nezrele astrocite (Potokar in sod., 2007; Potokar in sod., 2013b). 
Pri transportu mešičkov, organelov in drugih molekul (tovor) sodelujejo trije tipi 
molekulskih motorjev (Akhmanova in Hammer, 2010; Mallik in Gross, 2004). 
Molekulski motorji iz družin dineinov in kinezinov omogočajo dvosmerni transport 
vzdolž mikrotubulov, proteini iz družine miozinov pa transport vzdolž mikrofilamentov 
(Stachelek in sod., 2001). Posamezni organeli posedujejo tako ene kot druge molekulske 
motorje, oba sistema pa sodelujeta pri znotrajceličnem transportu – mešiček tako lahko 
potuje po obeh elementih citoskeleta in med transportom uporablja ene ali druge 
molekulske motorje. Premagovanje daljših razdalj v celicah omogočajo dineini in 
kinezini, krajših pa miozini (Potokar in sod., 2007; Stachelek in sod., 2001). Število 
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pozitivno usmerjenih kinezinov (celični organel premikajo proti periferiji celice) in 
negativno usmerjenih dineinov (celični organel premikajo proti notranjosti celice) določa 
smer potovanja celičnega organela – na isti organel je pripetih več molekulskih motorjev, 
smer potovanja mešička pa je določena po principu »vlečenja vrvi« oz. »večjega vleka 
med motorji« (ang. tug-of-war between motors) (Rezaul in sod., 2016). Kinezini in 
miozini so robustnejši in učinkovitejši prenašalci kot dineini, vendar je lahko aktivnost 
dineinov natančneje uravnavana, kar omogoča večji nadzor nad znotrajceličnim 
transportom. Transport je uravnavan s številom dineinov, ki so pripeti na tovor in delujejo 
skupaj, s spreminjanjem domene molekulskega motorja in preko pomožnih proteinov, 
večji nadzor omogoča tudi kompleksnejša zgradba dineinov v primerjavi z ostalimi 
molekulskimi motorji (Mallik in Gross, 2004).  
Za uravnavanje transporta po mikrotubulih s pomočjo molekulskih motorjev celice 
uporabljajo različne mehanizme. Tovor, elementi citoskeleta in molekulski motorji so 
lahko modificirani za namene uravnavanja prometa znotraj celice, motnje v transportu pa 
so povezane s številnimi nevrodegenerativnimi boleznimi (DeBerg in sod., 2013). Eden 
izmed načinov uravnavanja aktivnosti molekulskih motorjev je s konformacijskimi 
spremembami, ki jih injicira tovor, kot sta razvijanje in dimerizacija težkih proteinskih 
verig molekulskih motorjev (Akhmanova in Hammer, 2010). 
V odsotnosti tovora so molekulski motorji v encimatsko in mehansko neaktivni obliki – 
kinezin-1, ki ni povezan s tovorom, ima globularni rep zvit h glavi, na način, ki preprečuje 
ATP-azno aktivnost in vezavo na mikrotubule – gre za proces avtoinhibicije, ki je 
sproščena z vezavo kinezin-1 na tovorni protin JIP1 (preko lahke verige kinezina) in 
aktivatorski protein FEZ1 (preko težke verige) (Akhmanova in Hammer, 2010; Mallik in 
Gross, 2004). Molekulski motorji se v neaktivni obliki nahajajo v monomerni obliki, a za 
delovanje in korakanje po elementih citoskeleta potrebujejo dve »glavi«, kar se zgodi z 
dimerizacijo, ki jo omogoči povezava motorja s tovorom (Akhmanova in Hammer, 2010).  
Osnova znotrajceličnega transporta so interakcije kompleksov motor-tovor, ki morajo biti 
reverzibilne, njihovo uravnavanje pa določa končno lokacijo mobilnih mešičkov 
(Akhmanova in Hammer, 2010). Najpreprostejši način povezave molekulskega motorja 
s transportnim mešičkom (nastanek kompleksa tovor-motor) je neposredna povezava 
molekulskega motorja na citoplazemski del transmembranske molekule (tovor) v 
transportnem mešičku, vendar vedno več raziskav potrjuje, da je pripenjanje tovora na 
molekulske motorje uravnavano z množico ogrodnih proteinov, ki omogočajo specifične 
interakcije in nastanek kompleksa tovor-motor (Akhmanova in Hammer, 2010; DeBerg 
in sod., 2013). Glede na to, da je proces uravnavane eksocitoze v astrocitih relativno 
počasen (1 do 2 velikostna razreda počasnejši kot v nevronih) se lahko že manjše zamude 
v transportu mešičkov proti ali od plazmaleme seštevajo v času in vplivajo na lastnosti 
astrocitov ter njihovo odzivnost na fiziološke in patološke signale (Vardjan in sod., 2015). 
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2.1.5 Reaktivna astroglijoza 
Astrociti se na poškodbe OŽS odzovejo s t.i. reaktivno astroglijozo. Zanjo je značilna 
proliferacija astrocitov in fenotipske spremembe, motnje v homeostazi ionov, 
spremenjena prepustnost krvno-možganske pregrade, nastanek edema in motnje 
vzdražnosti nevronov (Nwaobi in sod., 2016). Reaktivni astrociti se pojavijo v številnih 
patoloških stanjih (Daginakatte in sod., 2008). V sistemih in vitro lahko izzovemo 
reaktivno astroglijozo z nehidrolizabilnim analogom cikličnega adenozin-5'-monofosfata 
(dibutiril cAMP, okr. dbcAMP), mobilnost mešičkov pa se v reaktivnih astrocitih 
spremeni (Potokar in sod., 2013a; Potokar in sod., 2013b). Trajno zmanjšano izražanje 
kalijevega kanalčka Kir4.1 v astrocitih pripomore k slabšemu uravnavanju [K+]o in je 
povezano s procesom reaktivne astroglijoze (Nwaobi in sod., 2016; Zurolo in sod., 2012). 
2.2 Kir4.1 
Kalijev kanalček Kir4.1 spada v družino kanalčkov Kir, ki ima več kot 15 članov. Delimo 
jo v 7 poddružin (Kir1 do 7), glede na lastnosti pa v 4 skupine: 1) kanalčki, sklopljeni s 
proteinom G, 2) kanalčki, občutljivi za ATP, 3) klasični kanalčki in 4) kalijevi kanalčki 
med katere spada Kir4.1. Kanalčki Kir4.1 so sestavljeni iz štirih podenot Kir4.1. Vsaka 
podenota ima dve transmembranski regiji in eno zunajcelično zanko z značilnim 
zaporedjem GYG, ki je pomembno za selektivni privzem K+. Poliamini in Mg2+ lahko v 
območju depolariziranega membranskega potenciala uravnavajo privzem K+ z 
inaktivacijo kanalčkov (Nwaobi in sod., 2016; Ohno, 2018). 
Kanalček Kir4.1 izražajo le celice glije OŽS, predvsem v izrastkih astrocitov, ki obdajajo 
sinapse ali se stikajo s krvnimi žilami. Njegovo delovanje je pomembno za izvajanje 
različnih funkcij, med katere spadajo ohranjanje homeostaze [K+]o, ohranjanje MMP 
astrocitov, uravnavanje prostornine celic in olajšan privzem glutamata (Nwaobi in sod., 
2016; Ohno in sod., 2018; Satoh in sod., 2013). 
Za uravnavanje homeostaze [K+]o je, poleg kanalčkov Kir4.1 ki omogočajo hiter privzem 
kalijevih ionov v astrocite, pomembna tudi povezanost astrocitov v mrežo, ki omogoča 
prostorsko uravnavanje [K+]o in transport na mesto nižje koncentracije K+, npr. v bližino 
žil (Ohno in sod., 2018; Zurolo in sod., 2012; Mukai in sod., 2018). Električno aktivni 
nevroni v fazi repolarizacije sprostijo velike količine kalijevih ionov. V kolikor je moten 
privzem K+ v astrocite doseže [K+]o tudi 10 mM. Izražanje kalijevih kanalčkov Kir4.1 v 
hipokampusu ljudi s klinično depresijo je znižano, zaradi česar je uravnavanje [K+]o 
spremenjeno, kar prispeva k abnormalnemu delovanju nevronov (Ohno in sod., 2018; 
Dossi in sod., 2018). Patološko visoka koncentracija prostih kalijevih ionov v sinaptičnem 
prostoru omejuje delovanje astrocitov in njihovo zmožnost zagotavljanja homeostaze 
ionov – povečanje [K+]o v območju 30-40 mM in/ali dolgotrajno zvišana koncentracija 
[K+]o zaradi upočasnjenega privzema K+ v astrocite prispevata k pojavu ali ojačanju 
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depresivnega vedenja (Song in Gunnarson, 2012; Ohno in sod., 2018). Uravnavanje 
prostornine celic poteka preko uravnavanja privzema vode, ki pogosto spremlja 
uravnavanje [K+]o, omogočajo kanalčki AQP4, ki so pogosto nameščeni v bližini 
kanalčkov Kir4.1 (Connors in sod., 2004; Potokar in sod., 2013a; Song in Gunnarson, 
2012; Masaki in sod., 2010). Lokalno povečanje [K+]o, ki je posledica sinaptične 
aktivnosti, povzroči povečanje prepustnosti membrane astrocitov za vodo preko 
signalizacije s cAMP in proteinske kinaze A (PKA), kjer PKA omogoči fosforilacijo 
AQP4, ta pa povečan dotok vode v celico (Song in Gunnarson, 2012). 
Kanalčki Kir4.1 so vpleteni tudi v uravnavanje MMP astrocitov, ki je pomembno gonilo 
za privzem glutamata v astrocite; omogočata ga proteinska prenašalca GLT-1 in GLAST 
(pri podganah; pri ljudeh poimenovana EAAT2 in EAAT1). Glede na to, da je privzem 
glutamata energetsko zahteven proces so pomembni intaktni elektrokemijski gradienti 
ionov Na+, H+ in K+ (Mukai in sod., 2018; Nwaobi in sod., 2016; Ohno in sod., 2018). 
Disfunkcije Kir4.1 tako ne povzročijo le povečanja [K+]o, ampak tudi glutamata in 
vplivajo na vzdražnost nevronov (Mukai in sod., 2018; Ohno in sod., 2018). 
Avtorji različnih študij (Soe in sod., 2009; Ruppersberg, 2000; Edvinsson in sod., 2011; 
Kucheryavykh in sod., 2007; Chever in sod., 2010; Mendez-Gonzalez in sod., 2020) 
poročajo o vplivu povečanja [K+]o na prevodnost in tokove skozi kalijeve kanalčke 
Kir4.1, ne pa tudi na mobilnost in/ali razporeditev kanalčkov Kir4.1 na površini 
astrocitov. 
2.3 PATOLOGIJA DEPRESIJE 
Disfunkcije astrocitov so kritično vpletene v patogenezo različnih obolenj OŽS (Zurolo 
in sod., 2012), patologija astrocitov je povezana tudi s pojavom klinične depresije in 
depresivnimi simptomi pri podganah v paradigmi kroničnega stresa (Rajkowska in 
Stockmeier, 2013). Patologija depresije se razlikuje od procesa reaktivne astroglijoze, ki 
je posledica poškodb, tumorjev ali nevrodegenerativnih motenj (Rajkowska in 
Stockmeier, 2013). Ob poškodbi možganov se poveča število astrocitov, njihova velikost 
in izražanje GFAP, pri depresiji pa se gostota astrocitov in predvsem izražanje GFAP 
zmanjšata; depresija je zato primarno okarakterizirana z moteno nevroplastičnostjo in 
celično odpornostjo, ne pa z izgubo celic (Rajkowska in Stockmeier, 2013). 
2.3.1 Monoaminska hipoteza nastanka depresije 
Monoaminska hipoteza depresije predpostavlja, da so depresivne motnje posledica 
spremembe koncentracije dveh pomembnih živčnih prenašalcev, serotonina in 
noradrenalina, in njunega delovanja na receptorska mesta v možganih, vendar z njo ne 
moremo razložiti nekaterih pomembnih ugotovitev. Med njimi izstopa neskladje med 
hitrim vplivom antidepresivov na povečanje koncentracije omenjenih živčnih prenašalcev 
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in zakasnjenim pojavom antidepresivnih učinkov. To neskladje je, skupaj z novimi 
spoznanji o patofiziologiji depresije, temelj novih hipotez o nastanku depresije, med 
katerimi je z dokazi najbolj podprta nevrotrofinska hipoteza, v kateri ima ključno vlogo 
možganski nevotrofični dejavnik (ang. brain derived neurotrophic factor, BDNF) (Bon 
in Žmitek, 2012). 
BDNF, ki je močno izražen v osrednjem živčnem sistemu, je pomemben za razvoj 
nevronov, njihovo diferenciacijo in oblikovanje sinaps, poleg tega je vpleten v proces 
reaktivne astroglijoze in patogenezo ter zdravljenje nevropsihiatričnih motenj, med katere 
spada tudi klinična depresija (Stenovec in sod., 2019; Kinboshi in sod., 2017; Shimizu in 
sod., 2003; Lang in sod., 2004). Antidepresivi lahko povečajo izražanje BDNF, tako v 
nevronih kot v astrocitih in omogočijo nevrogenezo pri pacientih z depresijo (Ohno in 
sod., 2018). Inhibicija kalijevih kanalčkov Kir4.1 z različnimi antidepresivi tako lahko 
povzroči povečano izražanje BDNF. Glede na to, da je inhibicija Kir4.1 
nemonoaminergičen mehanizem antidepresivnega delovanja je Kir4.1 obetavna tarča 
novih terapevtskih učinkovin (Ohno in sod., 2007; Ohno in sod., 2018; Kinboshi in sod., 
2017). 
2.3.2 Vnetni odziv in depresija 
Klinična depresija je povezana tudi z vnetnim odzivom in visokimi koncentracijami 
vnetnih citokinov interlevkinov 1β, 2 in 6 (IL-1β, IL-2, IL-6) in dejavnikom tumorske 
nekroze α (TNF-α) v serumu in cerebrospinalni tekočini, njihova koncentracija pa z 
resnostjo simptomov (Tan in sod., 2017; Wang in sod., 2015; Vale in sod., 2016). IL-1β, 
TNF-α in z njima povezane signalne poti so odgovorne za znižano izražanje BDNF v 
živalskih modelih depresije, kot tudi za znižanje razpoložljivih monoaminov v sinapsah 
in povečano zunajcelično koncentracijo glutamata, kar spodkopava zamisel o delovanju 
klasičnih antidepresivov, ki naj bi povečali razpoložljivost monoaminov v sinapsah in 
spodbujali nevroplastičnost preko BDNF (ne delujejo pa na povečano koncentracijo 
glutamata in vnetnih citokinov) (Stenovec in sod., 2019). Inhibicija vnetnih citokinov 
olajša depresivne simptome in izboljša antidepresivno delovanje klasičnih antidepresivov 
(Wang in sod., 2015). Močno antidepresivno delovanje ketamina je tako lahko tudi 
posledica protivnetnega delovanja in nižanja koncentracije vnetnih citokinov (Tan in sod., 
2017; Wang in sod., 2015; Vale in sod., 2016). 
Ena izmed ključnih signalnih poti preko katerih vnetni citokini IL-1β, IL-6 in TNF-α 
prispevajo k razvoju depresije je aktivacija encima indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO). 
Aktivnost IDO je ocenjena z nivojem metabolitov kinureninske poti in je povezana s 
stopnjo vnetnega in depresivnega odziva, protivnetni učinki ketamina pa so povezani 
predvsem s posrednim vplivom na kinureninsko signalno pot (Stenovec in sod., 2019; 
Wang in sod., 2015). Aktiviran IDO spremeni triptofan, ki je primarni prekurzor 
serotonina, v kinurenin. V prisotnosti vnetnih citokinov se nato kinurenin spremeni v 
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nevrotoksični metabolit kinolinsko kislino (ang. quinolinic acid), ki neposredno aktivira 
glutamatne N-metil-D-aspartatne (NMDA) receptorje (NMDAR), stimulira sproščanje 
glutamata iz nevronov in blokira privzemanje glutamata v astrocite. Kombinacija teh 
učinkov z aktivacijo IDO vodi v prekomerno koncentracijo glutamata v sinaptični špranji, 
kar vodi v znižano izražanje BDNF in povečano ekscitotoksičnost (Stenovec in sod., 
2019). 
2.3.3 Atipična električna aktivnost nevronov LHb in depresija 
Predel možganov poimenovan lateralna habenula (LHb) je povezan z limbičnim 
sistemom in »centri za nagrajevanje«, atipična aktivnost nevronov LHb pa je tesno 
povezana s patofiziologijo klinične depresije (Yang in sod., 2018). Prekomerna aktivnost 
nevronov LHb lahko zatre občutke nagrade, ki jih porajajo sicer prijetne aktivnosti − 
simptom poznan kot anhedonija − kar vodi v dolgotrajno otopelost in brezup (Stenovec 
in sod., 2019). Zaenkrat še niso opravili klinične študije, ki bi dokazala patofiziološke 
spremembe kalijevih kanalčkov Kir4.1 v povezavi z depresivnimi motnjami, vendar pa 
mnogi antidepresivi delujejo na astrocite, predvsem na kanalčke Kir4.1, zato se je razvila 
domneva, da so ti kanalčki vpleteni v patogenezo depresivnih motenj (Ohno in sod., 
2018). Cui in sod., 2018, so pokazali povečano izražanje kalijevega kanalčka Kir4.1 na 
površini astrocitov v predelu LHb v modelu depresije pri podgani, nivo izražanja Kir4.1 
pa je tesno povezan s hiperpolarizacijo membranskega potenciala nevronov in atipičnim 
vzorcem proženja akcijskih potencialov. Povečano izražanje kalijevih kanalčkov Kir4.1 
v plazmalemi astrocitov povzroči prekomerno odstranjevanje prostih kalijevih ionov iz 
okolice nevronov, kar privede do hiperpolarizacije MMP in atipične električne aktivnosti 
nevronov LHb (Cui in sod., 2018; Yang in sod., 2018). 
2.4 KETAMIN 
Ketamin je nekompetitivni antagonist NMDAR in je v klinični rabi kot splošni anestetik. 
Veliko pozornosti je vzbudil zaradi hitrih in dolgotrajnih antidepresivnih učinkov, ki 
nastopijo v dveh urah po enkratni intravenski aplikaciji in trajajo do dva tedna (Abdallah 
in sod., 2015; Autry in Monteggia, 2012; Caddy in sod., 2014). Hitro delovanje ketamina 
je precej drugačno od delovanja ostalih antidepresivov, ki dosežejo polno klinično 
učinkovitost šele po tednih ali celo mesecih uporabe. Tako hitro delovanje ketamina je 
pomembno predvsem pri pacientih s samomorilskimi nagnjenji, pri katerih je lahko 
podaljšan čas do terapevtskega učinka antidepresivov, usoden (Zanos in Gould, 2018). 
Zaradi intravenske aplikacije in različnih stranskih učinkov, kot so disociacija, 
spremembe zaznave, shizofreniji podobno psihotično stanje, slabosti in omotice, 
predvsem pa zaradi povzročanja odvisnosti, velike verjetnosti za zlorabo in okvare 
kognitivnih funkcij po dolgotrajni uporabi, ketamin ni primeren za široko uporabo 
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(Abdallah in sod., 2015; Zanos in Gould, 2018; Howe in Kenny, 2018; Bon in Žmitek, 
2012; Sleigh in sod., 2014). 
Najbolj poznano delovanje ketamina je njegovo povzročanje disociativne anestezije, ki 
domnevno izhaja iz tega, da ketamin blokira NMDA receptorske kanalčke, ki jih odpira 
glutamat (Lester in sod., 2015). Ketamin se veže na vezavno mesto za fenciklidin 
(ang.  phencyclidine-binding site) kompleksa NMDAR, ki je v notranjosti ionskega 
kanalčka in blokira pretok ionov skozenj (Stenovec in sod., 2019). S ketaminom 
uravnavana blokada NMDAR inhibira kinazo evkariontskega elongacijskega dejavnika 2 
(eEF2) ali od kalmodulina odvisno kinazo III (CaMKIII), kar vodi v zmanjšano 
fosforilacijo eEF2 in de-supresijo translacije BDNF (Autry in sod., 2011). 
Komercialno dostopna oblika ketamina (poznana tudi kot RS-ketamin) je racemična zmes 
R- in S-ketamina. Čeprav ima S-ketamin približno 4x večjo afiniteto do NMDAR kot 
R-ketamin in je 3-4x močnejši anestetik, je antidepresivno delovanje R-ketamina 
močnejše in nakazuje na mehanizem antidepresivnega delovanja ketamina, ki je 
kompleksnejši od blokade NMDAR (Stenovec in sod., 2019). 
2.4.1 Delovanje ketamina 
V modelu depresije pri glodalcih je gonilo depresije atipična električna aktivnost 
nevronov LHb, ki se kaže v obliki proženje vlakov akcijskih potencialov (Cui in sod., 
2018; Yang in sod., 2018). Infuzija ketamina v predel LHb izzove hitre antidepresivne 
učinke. Ketamin blokira od NMDAR odvisno proženje akcijskih potencialov LHb 
nevronov (Yang in sod., 2018) in atipično električno aktivnost ustavi že v nekaj minutah, 
medtem ko SSRI antidepresivi, kot je fluoksetin, nimajo takšnih učinkov (Cui in sod., 
2018; Yang in sod., 2018; Stenovec in sod., 2019). 
Delovanje ketamina je večinoma skladno z glutamatergično hipotezo depresije po kateri 
antagonizem NMDAR poveča sintezo BDNF. Zanimivo je, da ostali antagonisti NMDAR 
ne izzovejo hitrih in dolgotrajnih antidepresivnih učinkov, kar nakazuje, da ketamin 
deluje tudi na druge farmakološke tarče poleg NMDAR. Trajanje antidepresivnega 
učinka je daljše od življenjske dobe ketamina v organizmu, zato kontinuiran antagonizem 
NMDAR s ketaminom ne pojasnjuje dolgotrajnega antidepresivnega učinka (Stenovec in 
sod., 2019; Sleigh in sod., 2014).  
Antidepresivni učinki ketamina so povezani tudi z njegovim vplivom na izražanje 
glutamatnega transporterja GLT-1 oz. EAAT2 (Sanacora in Banasr, 2013; Stenovec in 
sod., 2019). Zmanjšano izražanje GLT-1 in encima glutaminska sintetaza v možganih 
pacientov s klinično depresijo nakazuje, da sta metabolizem in kroženje glutamata 
spremenjena – okvarjena. V različnih predelih OŽS miši se izražanje GLT-1 zaradi 
izpostavljenosti kroničnemu stresu zniža, kar podpira zamisel, da sta spremenjen 
metabolizem in privzem glutamata v astrocite povezana z različnimi patofiziološkimi 
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spremembami in simptomi, ki jih povezujemo z vedenjskimi, anksioznimi in 
depresivnimi motnjami (Sanacora in Banasr, 2013). V modelu depresije pri podgani je že 
en odmerek ketamina značilno povečal izražanje glutamatnega transporterja GLT-1, ki je 
lahko vpleten v posredovanje antidepresivnega učinka (Stenovec in sod., 2019; Liu in 
sod., 2016).  
Ketamin ima poleg antidepresivnih tudi protivnetne učinke, ki lahko dodatno prispevajo 
k učinkovitemu delovanju pri pacientih, ki se ne odzivajo na druge tretmaje (Stenovec in 
sod., 2019). Protivnetni učinki ketamina so povezani predvsem s posrednim vplivom na 
kinureninsko signalno pot in zniževanjem vnetnih citokinov (Stenovec in sod., 2019; 
Wang in sod., 2015; Loix in sod., 2011). 
Ketamin vpliva tudi na interakcije med sekrecijskimi mešički astrocitov in plazmalemo. 
Zavira z ATP-izzvano eksocitotsko izločanje BDNF, skrajša čas odprte fuzijske pore 
mešičkov zlitih s plazmalemo (Stenovec in sod., 2016) in izzove utripanje fuzijske pore, 
kar prepreči izločanje večjih prenašalcev glije in sočasno zavira prehod mešičkov v celice 
(Lasič in sod., 2016). S ketaminom izzvano utripanje fuzijske pore nakazuje na 
spremenjeno recikliranje mešičkov. Čeprav točen mehanizem utripanja pore še ni 
raziskan, se zdi verjetno, da ketamin neposredno vpliva na membrano in na strukturo 
fuzijske pore (Stenovec in sod., 2019). 
V odsotnosti NMDAR ketamin vpliva tudi na signalizacijo s cAMP, ki je v pacientih s 
klinično depresijo znižana. Ketamin, podobno kot SSRI, poveča proizvodnjo cAMP, ki 
spodbudi diferenciacijo celic in pripomore k uravnani endo- in eksocitozi (Lasic in sod., 
2019). Učinki ketamina so podobni delovanju cAMP v endokrinih celicah, kjer cAMP 
spodbudi utripanje fuzijske pore. S spreminjanjem izražanja cAMP, proteinov kompleksa 
SNARE, sinaptotagminov in drugih proteinov ketamin vpliva na presinaptične ekso- in 
endocitotske mehanizme –povzroči lahko spremembe v eksocitotskem izločanju in 
zlivanju sekrecijskih mešičkov s plazmalemo. Prav tako zavre kalcijevo signalizacijo v 
astrocitih, kar lahko pripomore k upočasnjeni znotrajcelični dinamiki in oslabljenemu 
sproščanju različnih molekul iz astrocitov, zniža pogostost reverzibilnih in ireverzibilnih 
eksocitotskih dogodkov (Lasic in sod., 2019; Stenovec in sod., 2019). Zavre lahko 
eksocitotsko izločanje BDNF, ki je pomemben dejavnik v patogenezi depresije in ne 
vpliva le na nevrone, temveč tudi na fiziologijo astrocitov (Stenovec in sod., 2019), 
njegov vpliv na znotrajcelično dinamiko kalijevih kanalčkov Kir4.1 pa smo raziskali v tej 
nalogi. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Celična kultura astrocitov 
Primarno celično kulturo astrocitov smo pripravili iz možganske skorje 2-3 dni starih 
podgan seva Wistar in iz 3 dni starih miši linije C57BL/6 po predhodno objavljenem 
postopku (Schwarts in Wilson, 1992), skladno z zakonodajo o delu na izoliranih tkivih, 
organih in truplih usmrčenih živali po členu 22.a Zakona o zaščiti živali (ZZZiv-UPB3, 
Ur. List RS, št. 38/13 z dne 3. 5. 2013). Kulturo smo vzdrževali v nadzorovanih pogojih 
v inkubatorju pri temperaturi 37°C, 95 % relativni zračni vlažnosti in sestavi atmosfere 
5 % CO2/95 % zrak. 
3.1.2 Gojišča in raztopine 
3.1.2.1 Gojišča 
▪ Gojišče za astrocite z dodanim FBS: gojišče smo pripravili iz osnovnega gojišča 
DMEM (ang. Dulbecco's modified Eagle medium (Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, 
ZDA)) s 4,5 g/l D-glukoze (Sigma-Aldrich), v katerega smo dodali serum 
govejega zarodka (ang. fetal bovine serum, FBS) v končni koncentraciji 10 %, 
2 mM L-glutamin, 1 mM Na-piruvat in zmesi antibiotikov penicilina (5 U/ml) ter 
streptomicina (5 μg/ml). 
▪ Gojišče za astrocite brez dodanega FBS: gojišče smo pripravili po zgoraj 
opisanem postopku brez dodatka FBS. 
▪ Gojišče za astrocite s 15 mM K+: gojišče smo pripravili iz gojišča za astrocite z 
dodanim FBS, ki smo mu dodali KCl (Sigma-Aldrich) do končne koncentracije 
15 mM K+. 
▪ Gojišče za astrocite z dodanim hCOR in dbcAMP smo pripravili iz gojišča za 
astrocite brez dodanega FBS, v katerega smo dodali 50 μM hidrokortizonom 
(hCOR, Sigma-Aldrich) do končne koncentracije 100 nM, 100 mM dibutiril 
cAMP (ciklični adenozin 5'-monofosfat, dbcAMP, Sigma-Aldrich) do končne 
koncentracije 1 mM in 30 μl serumskega nadomestka Ultroser G (UG) / 1 ml 
gojišča. 
▪ Gojišče za astrocite s ketaminom: gojišče smo pripravili iz gojišča za astrocite 
brez dodanega FBS, ki smo mu dodali ketamin (Tocris Bioscience, Bristol, Velika 
Britanija) v končnih koncentracijah 2,5 μM in 25 μM. V gojišče smo dodali tudi 
30 μl UG / 1 ml gojišča. 
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3.1.2.2 Raztopine 
▪ Zunajcelična raztopina (ZR): raztopino smo pripravili z raztapljanjem NaCl 
(135 mM, Carlo Erba, Milano, Italija), KCl (5 mM, Sigma-Aldrich), D-glukoze 
(10 mM, Sigma-Aldrich), HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska 
kislina, 8 mM Sigma-Aldrich), NaH2PO4*H2O (0,5 mM, Merck, Kenilworth, NJ, 
ZDA), NaHCO3 (5 mM, Sigma-Aldrich), MgCl2 (1 mM, Honeywell Fluka, 
Charlotte, NC, ZDA) in CaCl2 (2 mM, Honeywell Fluka). Vse naštete reagente 
smo raztopili v vodi Mili-Q, raztopino titrirali z NaOH (Merck) do pH 7,2; 
osmolalnost je znašala 300 mOsm/kg. Raztopino smo s pomočjo brizge sterilno 
filtrirali (filter s premerom por 0,22 μm, Sarsted, Nemčija). 
▪ Zunajcelična raztopina z dodanim ketaminom (ZR-KM): raztopino smo pripravili 
iz ZR, ki smo ji dodali ketamin v končnih koncentracijah 2,5 μM in 25 μM. 
▪ Zunajcelična raztopina s 75 mM K+ (ZR-75K+): raztopino smo pripravili enako 
kot ZR, le da je namesto 5 mM KCl vsebovala 75 mM KCl. 
▪ Raztopina PBS (ang. phosphate-buffered saline): raztopino smo pripravili z 
raztapljanjem tabletke reagenta PBS (Sigma-Aldrich) v 200 ml deionizirane vode 
po navodilih proizvajalca (Sigma-Aldrich). Raztopina je vsebovala 10 mM 
fosfatnega pufra, 2,7 mM KCl in 137 mM NaCl. 
▪ Raztopina BSA (goveji serumski albumin, ang. bovine serum albumin): 3 % 
raztopino BSA smo pripravili z raztapljanjem 1,2 g BSA (Sigma-Aldrich) v 40 ml 
raztopine PBS. 
▪ Raztopina BSA z dodanim ketaminom: raztopino smo pripravili iz raztopine BSA, 
v katero smo dodali ketamin v končnih koncentracijah 2,5 μM in 25 μM. 
▪ Raztopina kozjega seruma: 10 % raztopino kozjega seruma smo pripravili z 
dodatkom 2 ml kozjega seruma v 18 ml raztopine BSA. 
▪ Raztopina PFA (paraformaldehid, ang. paraformaldehyde): 4 % raztopino PFA 
smo pripravili z dodatkom 10 ml (1 ampula) 16 % raztopine PFA (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, ZDA) v 30 ml raztopine PBS. 
▪ Raztopina Triton X-100: 0,1 % raztopino Triton X-100 smo pripravili tako, da 
smo v 4 % raztopino PFA dodali 10 µl 10 % reagenta Triton X-100 
(Sigma-Aldrich). Raztopino smo pripravljali sproti. 
▪ Raztopina 100 nM hCOR: raztopino smo pripravljali sproti, iz založne raztopine 
s koncentracijo 50 μM. Za pripravo 1 ml 100 nM raztopine hCOR smo v 998 μl 
gojišča za astrocite brez dodanega FBS dodali 2 μl 50 μM hCOR. 
▪ Raztopina 1 mM dbcAMP: raztopino smo pripravljali iz založne raztopine s 
koncentracijo 100 mM. Za pripravo 1 ml 1 mM raztopine dbcAMP smo 10 µl 
založne raztopine dbcAMP s koncentracijo 100 mM dodali v 990 µl ustreznega 
gojišča za astrocite. 
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▪ Primarna zajčja poliklonska protitelesa anti-cellubrevin 3 (VAMP3) (Abcam, 
Cambridge, Velika Britanija); redčena v BSA v razmerjih 1:500 in 1:1000. 
▪ Primarna zajčja poliklonska protitelesa anti-AQP4 (Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX, ZDA); redčena v BSA v razmerjih 1:200 in 1:400. 
▪ Primarna zajčja poliklonska protitelesa anti-sinaptotagmin IV (Santa Cruz 
Biotechnology); redčena v BSA v razmerju 1:200. 
▪ Primarna zajčja poliklonska protitelesa anti-KCNJ10 (Kir4.1) (Alomone Labs, 
Jeruzalem, Izrael); redčena v BSA v razmerju 1:500. 
▪ Primarna zajčja monoklonska protitelesa anti-Rab7 (Abcam); redčena v BSA v 
razmerjih 1:200 in 1:400. 
▪ Primarna mišja monoklonska protitelesa anti-sinaptobrevin 2 (Syb2 ali VAMP2) 
(Synaptic Systems, Göttingen, Nemčija); redčena v BSA v razmerjih 1:2000 in 
1:1000. 
▪ Primarna mišja monoklonska protitelesa anti-LC3 (MBL, Woburn, MA, ZDA); 
redčena v BSA v razmerju 1:100. 
▪ Primarna mišja monoklonska protitelesa anti-α-tubulin (Sigma-Aldrich); redčena 
v BSA v razmerjih 1:50, 1:100 in 1:200. 
▪ Primarna mišja monoklonska protitelesa anti-β-actin (Sigma-Aldrich); redčena v 
BSA v razmerjih 1:500, 1:100 in 1:2000. 
▪ Primarna podganja protitelesa anti-Kir4.1 (Hemmer Bernhard, 20F9); redčena v 
BSA v razmerju 1:200. 
▪ Sekundarna fluorescentno označena (Alexa Fluor 546) protitelesa proti primarnim 
zajčjim oziroma mišjim protitelesom (Invitrogen, Waltham, MA, ZDA); redčena 
v BSA v razmerju 1:800. 
▪ Sekundarna fluorescentno označena (Alexa Fluor 555) protitelesa proti primarnim 
podganjim protitelesom (Invitrogen); redčena v BSA v razmerju 1:800. 
3.1.3.2 Barvilo 
▪ LysoTracker Red DND-99 (LyTR; Thermo Fisher Scientific) iz katerega smo 
pripravili končno 200 nM raztopino barvila v ustreznem gojišču. 
3.1.3.3 Plazmid 
Plazmid z zapisom za kalijev kanalček Kir4.1 označen z zelenim fluorescentnim 
proteinom (pKir4.1-EGFP, v koncentraciji 670 ng/µl) je darilo Dr. Misty J. Eaton in dr. 
Serguei N. Skatchkov (UCC, Bayamon, Puerto Rico). 
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3.1.4 Oprema 
▪ Centrifuga Centric 150 (Tehtnica, Železniki, Slovenija). 
▪ Inkubator Smart Cell (Heal Force, Shanghai, Kitajska). 
▪ Konfokalni mikroskop LSM 780 (Zeiss, Oberkochen, Nemčija). 
▪ Osmomat030 (Gonotec GmBH, Nemčija). 
▪ pH meter MP 220 (Mettler Toledo, Švica). 
3.1.5 Računalniški programi 
▪ ZEN 2012 (Zeiss, Oberkochen, Nemčija) za pregledovanje konfokalnih 
mikrografij. 
▪ ImageJ (NIH, Bethesda, ZDA) za analizo površinske gostote Kir4.1-pozitivnih 
območij v plazmalemi. 
▪ MATLAB 6.5.0.180913a (MathWorks, Nathick, ZDA) programsko okolje s 
programi: ColocAna (Celica, Ljubljana, Slovenija) za kvantitativno določanje 
kolokalizacije fluorescence Kir4.1-EGFP in imunofluorescentno označenih 
proteinov mešičkov ter Track2 (Celica, Ljubljana, Slovenija) za analizo 
mobilnosti mešičkov. 
▪ Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Redmond, ZDA) za analizo podatkov. 
▪ SigmaPlot (Systat software, San Jose, ZDA) za izris grafov.  
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava sterilnih krovnih stekelc preplastenih s poli-L-lizinom (PLL) 
Krovna stekelca s premerom 22 mm (Thermo Fisher Scientific) smo sterilizirali s 
segrevanjem v mikrovalovni pečici (10 min), jih inkubirali v 70 % raztopini etanola 
(15 min), dvakrat sprali v avtoklavirani destilirani vodi (ddH2O) in inkubirali v 1 % 
raztopini PLL (Sigma-Aldrich) (15 min). Po inkubaciji smo krovna stekelca ponovno 
dvakrat sprali v ddH2O. Sledilo je sušenje v laminariju (~2 h), osušena krovna stekelca 
smo nato namestili v petrijevke, jih zatesnili s parafilmom in do uporabe hranili v 
hladilniku (4°C). 
3.2.2 Presajanje primarne kulture astrocitov na krovna stekelca s PLL 
Iz plastične posode s kulturo astrocitov smo odpipetirali gojišče, dodali 2 ml ogrete 
raztopine tripsina z EDTA (etilen diamino-tetraocetna kislina, Sigma-Aldrich) in celice 
inkubirali (5 min, 37°C). Uspešnost odlepljanja astrocitov od podlage smo preverili pod 
svetlobnim mikroskopom in po potrebi čas inkubacije podaljšali za 1 min. Celično 
suspenzijo smo razdelili v dve 1,5 ml mikroepruveti, centrifugirali 5 min pri 
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900 obratih/min, odstranili supernatant in celice resuspendirali v 1 ml predhodno 
ogretega hranilnega gojišča. Celično suspenzijo smo zaporedno nežno prebrizgali (2-5x) 
skozi injekcijski igli s premerom 1,1 mm in 0,8 mm in tako preprečili nastanek celičnih 
skupkov. Na posamezno krovno stekelce preplasteno s PLL smo pipetirali 60 μl celične 
suspenzije in suspenzijo inkubirali (30 min, 37°C). Po pritrditvi astrocitov na krovna 
stekelca smo kulturo oskrbeli z 2 ml hranilnega gojišča in celice do uporabe vzdrževali v 
inkubatorju. 
3.2.3 Transfekcija podganjih astrocitov s pKir4.1-EGFP 
Za vizualizacijo mešičkov Kir4.1 smo kulturo podganjih astrocitov transfecirali s 
plazmidom pKir4.1-EGFP z uporabo transfekcijskega reagenta FuGENE 6 (Promega 
Corporation, Madison, WI, ZDA). Postopek transfekcije smo izvedli ~24 ur po presaditvi 
astrocitov na krovna stekelca s PLL. V sterilno mikroepruveto s hranilnim gojiščem 
(100 μl/ krovno stekelce) smo dodali transfekcijski reagent FuGENE 6 (3 μl/ krovno 
stekelce), mešanico na kratko premešali in inkubirali (5 min, sobna temperatura (ST)). V 
mešanico smo nato dodali raztopino plazmida pKir4.1-EGFP (0,2 μg DNA/krovno 
stekelce), kratko premešali in inkubirali (15 min, ST). Med inkubacijo smo iz petrijevk s 
celično kulturo odstranili hranilno gojišče in celice oskrbeli z 900 μl svežega hranilnega 
gojišča. Po zaključku inkubacije smo v petrijevke dodali 100 μl transfekcijske mešanice 
s plazmidom. Celice smo 24 h vzdrževali v inkubatorju (37°C). Po 24 h smo zamenjali 
hranilno gojišče s transfekcijsko mešanico in plazmidom s svežim hranilnim gojiščem in 
celice nadalje vzdrževali 24 h v inkubatorju. 
3.2.4 Imunocitokemično označevanje astrocitov 
Krovna stekelca s transfeciranimi astrociti smo najprej sprali (3 min) v raztopini PBS, jih 
prenesli v suhe petrijevke in celice fiksirali tako, da smo dodali 300 μl 4 % raztopine PFA 
in inkubirali (15 min, ST). Po fiksaciji celic smo na krovna stekelca nanesli 300 μl 0,1 % 
raztopine Triton-X in inkubirali (10 min), s čimer smo permeabilizirali membrane celic. 
Sledilo je trikratno spiranje celic v PBS (eno spiranje ~3 min). Krovna stekelca smo 
prenesli v suhe petrijevke, nanesli 300 μl 10 % kozjega seruma in inkubirali (1 h, 37°C), 
s čimer smo blokirali nespecifična vezavna mesta. Krovna stekelca smo po inkubaciji 
sprali v PBS, jih prenesli v suhe petrijevke in nanesli 300 μl raztopine izbranih primarnih 
protiteles (anti-VAMP3, anti-AQP4, anti-VAMP2, anti-SytIV, anti-Rab7, anti-KCNJ10, 
anti-LC3, anti-β-aktin, anti-α-tubulin) ter celice inkubirali (24 h, 4°C). Naslednji dan smo 
celice z vezanimi primarnimi protitelesi trikrat sprali v PBS, krovna stekelca prenesli v 
suhe petrijevke in nanesli 300 μl raztopine ustreznih fluorescentno označenih 
sekundarnih protiteles (proti mišjim ali zajčjim primarnim protitelesom). Po 45 min 
inkubaciji v temi v inkubatorju (37°C) smo krovna stekelca ponovno trikrat sprali v PBS. 
Na objekta stekelca smo nanesli 12 μl reagenta SlowFade Gold antifade (Life 
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Technologies, Carlsbad, CA, ZDA), ki zmanjša bledenje fluoroforjev, nanj položili 
krovna stekelca s transfeciranimi, imunocitokemično označenimi astrociti, krovna 
stekelca pritrdili z lakom za nohte in objektna stekelca ustrezno označili. Pripravili smo 
tudi fiksirane preparate transfeciranih astrocitov brez imunocitokemičnega označevanja s 
protitelesi. Kot negativne kontrole za dokazovanje specifičnosti imunocitokemičnega 
označevanja s protitelesi so nam služili astrociti, ki jih nismo tretirali s primarnimi 
protitelesi. Vse pripravljene preparate smo hranili v zaprti škatli v hladilniku (4°C). 
3.2.5 Kratkoročno tretiranje astrocitov s ketaminom in povečano zunajcelično 
koncentracijo kalijevih ionov 
Za ugotavljanje kratkoročnega (30 min) vpliva subanestetičnega odmerka ketamina na 
mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (v transfeciranih astrocitih podgane) ali na 
površinsko gostoto Kir4.1-pozitivnih območij (v astrocitih miši) smo astrocitom 30 min 
pred mikroskopskim opazovanjem zamenjali hranilno gojišče z gojiščem za astrocite z 
dodano ustrezno koncentracijo ketamina – 2,5 in 25 µM. 
V transfeciranih astrocitih podgane smo dodatno ugotavljali tudi kratkoročen vpliv 
povečane zunajcelične koncentracije kalijevih ionov na mobilnost Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov. Astrocitom smo 30 min pred opazovanjem na mikroskopu hranilno gojišče 
zamenjali z gojiščem za astrocite s 15 mM K+. Za opazovanje akutnega vpliva povečane 
zunajcelične koncentracije K+ na mobilnost mešičkov s Kir4.1-EGFP smo celicam v 
mikroskopski kamrici, ki smo jih oskrbeli z ZR s 5 mM K+, dodali ustrezno količino ZR 
s 75 mM K+ do končne koncentracije 15 mM K+.  
Vsa gojišča in raztopine, ki smo jih uporabili v poskusih so imela ustrezno koncentracijo 
ketamina in K+. 
3.2.6 Dolgoročno tretiranje astrocitov z dbcAMP in povečano zunajcelično 
koncentracijo kalijevih ionov 
Zanimal nas je vpliv dolgoročnega (~24 h) tretiranja astrocitov z dbcAMP in povečano 
zunajcelično koncentracijo K+ na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov v astrocitih. 
Transfeciranim astrocitom smo ~24 h po transfekciji zamenjali transfekcijsko gojišče z 
ustreznim hranilnim gojiščem. Za ugotavljanje vpliva dolgoročnega tretiranja z dbcAMP 
smo uporabili gojišče za astrocite z dodanim dbcAMP in hCOR, ki vpliva na proliferacijo 
celic (Crossin in sod., 1997), aktivnost glutaminske sintetaze (Juurlink in sod., 1981) in 
pripomore k s cAMP spodbujeni proizvodnji encimov tirozin aminotransferaze in 
fosfoenolpiruvat karboksilaze (Krone in sod., 1974). Za namene ugotavljanja vpliva 
dolgoročne izpostavljenosti povečani zunajcelični koncentraciji kalijevih ionov smo 
uporabili gojišče za astrocite s 15 mM K+. 
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Za vsako tretiranje smo izvedli tudi kontrolo, pri katerih smo uporabili gojišče za astrocite 
z dodanim FBS (kontrola dolgoročni izpostavljenosti 15 mM K+) ali gojišče za astrocite 
brez dodanega FBS (kontrola dolgoročni izpostavljenosti 1 mM dbcAMP). V gojišče brez 
dodanega FBS smo dodali 30 μl UG. 
Vsa gojišča in raztopine, ki smo jih uporabili v poskusih so imela ustrezno koncentracijo 
dbcAMP in K+. 
3.2.7 Imunocitokemično označevanje nativnih kanalčkov Kir4.1 v živih 
astrocitih miši  
Krovna stekelca z astrociti smo sprali (1x, 3 min) v 3 % raztopini BSA v PBS in prenesli 
v sveže petrijevke, v katere smo dodali 400 μl raztopine primarnih protiteles (anti-Kir4.1, 
dar Bernharda Hemmerja, Technische Universität München, Nemčija). Sledila je 45 min 
inkubacija celic v inkubatorju (37°C), trikratno spiranje v raztopini BSA in prenos celic 
v sveže petrijevke. Na krovna stekelca smo pipetirali 300 μl raztopine fluorescentno 
označenih sekundarnih protiteles proti podganjim protitelesom in inkubirali (45 min, 
37°C). Po ponovnem trikratnem spiranju v raztopini BSA smo krovna stekelca sprali 
(3 min) s hranilnim gojiščem brez dodanega FBS. Po zaključku barvanja smo astrocite 
sprali (3 min) v ustrezni ZR in prenesli v svežo petrijevko z ustrezno ZR. 
Pred začetkom imunocitokemičnega označevanja nativnih kalijevih kanalčkov smo 
inkubirali astrocite 30 min v hranilnem gojišču z ustrezno koncentracijo ketamina, 
medtem ko kontrolnih astrocitov nismo tretirali s ketaminom. 
3.2.8 Laserska konfokalna mikroskopija 
3.2.8.1 Mikroskopiranje fiksiranih imunocitokemično označenih astrocitov 
Imunofluorescentno označene fiksirane celice smo opazovali na konfokalnem 
mikroskopu LSM 780 (Zeiss, Oberkochen, Nemčija) skozi oljno-imerzijski 
plan-apokromatski objektiv (63×/NA 1.4, M27). Fluorescenco pKir4.1-EGFP v fiksiranih 
astrocitih, ki smo jih imunocitokemično označili s primarnimi protitelesi proti VAMP3, 
AQP4, VAMP2, SytIV, Rab7, KCNJ10, LC3, β-aktin, α-tubulin in ustreznimi 
fluorescentnimi sekundarnimi protitelesi, smo izmenično vzbujali s svetlobo Ar laserja z 
valovno dolžino 488 nm in svetlobo diodnega laserja (DPSS 561) z valovno dolžino 
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3.2.8.2 Mikroskopiranje živih astrocitov 
Mobilnost in lokalizacijo mešičkov s Kir4.1 smo opazovali v živih astrocitih. Pred 
mikroskopiranjem smo sprali krovna stekelca z astrociti z 1 ml ustrezne ZR (ustrezno 
koncentracijo kalijevih ionov ali ketamina), jih vpeli v kamrico, dodali 400 μl ZR in 
prenesli na mizico konfokalnega mikroskopa. Astrocite smo opazovali skozi 
oljno-imerzijski plan-apokromatski objektiv (63×/NA 1.4, M27). Fluorescentne 
mikrografije smo zajeli s frekvenco ~2 Hz. Fluorescenco Kir4.1-EGFP smo vzbujali s 
svetlobo Ar laserja z valovno dolžino 488 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali v 
območju 495-545 nm.  
3.2.8.3 Spremljanje mobilnosti mešičkov Kir4.1 v transfeciranih podganjih astrocitih  
Mobilnosti mešičkov s Kir4.1 smo mikroskopsko opazovali v izbranih transfeciranih 
astrocitih: 
▪ 1 min v spontanih razmerah; 
▪ 1 min po tretiranju celic v inkubatorju (30 min) s subanestetičnim odmerkom 
ketamina (končna koncentracija ketamina 2,5 in 25 μM); 
▪ 1 min pred dodatkom ZR-75mM K+ in 2 min po dodatku (skupna dolžina 
opazovanja 3 min), in po 1 min v časovnih točkah 5 min in 25 min (končna 
koncentracija kalijevih ionov 15 μM); 
▪ 1 min po dolgoročnem (24 ur) tretiranju celic v inkubatorju s 15 μM K+; 
▪ 1 min po dolgoročnem (24 h) tretiranju celic v inkubatorju z 1 mM dbcAMP. 
Spiranje in draženje dolgoročno tretiranih celic s povišano koncentracijo kalijevih ionov 
ali dodanim ketaminom smo opravili z ustrezno zunajcelično raztopino. 
Ugotavljali smo tudi delež mešičkov z zakisano svetlino, kar smo storili tako, da smo v 
hranilno gojišče s transfeciranimi astrociti dodali 40 μM raztopino LyTR v DMSO do 
končne koncentracije 200 nM, inkubirali v temi (5 min, 37°C), dvakrat sprali z 1 ml 
zunajcelične raztopine, krovna stekelca prenesli v merilno kamrico in celice oskrbeli s 
400 μl ZR. Fluorescenco obeh označenih struktur smo vzbujali s svetlobo Ar laserja z 
valovno dolžino 488 nm in svetlobo diodnega laserja z valovno dolžino 561 nm. 
Emitirano svetlobo smo pasovno filtrirali v območju med 495-545 nm in 565–615 nm. 
3.2.8.4 Ugotavljanje porazdelitve nativnih kanalčkov Kir4.1-pozitivnih mešičkov v 
plazmalemi astrocitov miši 
Površinsko gostoto Kir4.1 smo raziskali v astrocitih miši, v katerih smo 
imunofluorescentno označili nativne kanalčke Kir4.1: 
▪ v spontanih razmerah; 
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▪ po kratkoročnem tretiranju s ketaminom (30 min) (končna koncentracija ketamina 
2,5 μM in 25 μM). 
Po tretiranju s ketaminom smo sprali celice z ustrezno zunajcelično raztopino. 
3.2.9 Analiza kolokalizacije fluorescence Kir4.1-pozitivnih mešičkov in 
imunocitokemično označenih proteinskih markerjev ali barvila LyTR 
Kolokalizacijo zelene fluorescence Kir4.1-EGFP in rdeče fluorescence 
imunocitokemično označenih proteinov mešičkov in barvila LyTR smo ugotavljali s 
programom ColocAna (Celica, Ljubljana, Slovenija) v programskem okolju MATLAB 
6.5.0.180913a (MathWorks, Natick, MA, ZDA). Za ugotavljanje števila vseh zelenih, 
vseh rdečih in vseh kolokaliziranih (zelenih in rdečih) pikslov v dvojno-fluorescentnih 
mikrografijah smo le-te izvozili kot datoteke tiff v program ColocAna in določili delež 
kolokaliziranih pikslov glede na 20 % prag največje intenzitete fluorescence (z namenom, 
da bi zmanjšali navidezno prekrivanje fluorescence blizu nameščenih, označenih, 
subceličnih struktur). 
3.2.10 Analiza fluorescence imunsko označenih kanalčkov Kir4.1 v plazmalemi 
astrocitov  
Velikost in intenziteto imunofluorescentno označenih predelov s kanalčki Kir4.1 v 
plazmalemi živih astrocitov miši v spontanih razmerah in po kratkoročnem tretiranju s 
subanestetičnim odmerkom ketamina smo ugotavljali s programom ImageJ (NIH, 
Bethesda, ZDA). V posnetkih celic (z-skladovnice) smo izbrali mikrografije iz 
bazalno-ekvatorialnega predela celic ter jih izvozili v program ImageJ. S filtriranjem slike 
z intenzitetnim pragom 51 arbitrarnih enot (ang. arbitrary unit, A.U.) oziroma 20 % 
največje intenzitete fluorescence smo binarizirali sliko in jo nadalje segmentirali s 
pomočjo algoritma razvodja (ang. watershed). Kot Kir4.1-pozitivne strukture smo 
upoštevali vse strukture, ki so bile sestavljene iz ≥3 sosednjih pikslov (velikost piksla 
0,176 x 0,176 μm) in so prekrivali površino ≥0,093 μm2. Vsem Kir4.1-pozitivnim 
strukturam smo izmerili tudi integrirano (kumulativno) intenziteto fluorescence 
(εIntKir4.1). 
3.2.11 Analiza mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
Časovna zaporedja (1-3 min) konfokalnih mikrografij smo izvozili v obliki datotek tiff v 
program Track2 (Celica, Ljubljana, Slovenija), ki deluje v programskem okolju 
MATLAB. V posamezni celici smo izbrali 20 mešičkov in ročno in/ali avtomatsko sledili 
njihovim premikom v zaporedju 125 oziroma 375 slik (hitrost zajemanja slik je bila 
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~2 Hz), oziroma dokler je bil mešiček viden. S pomočjo pridobljenih koordinat mešičkov 
v 15-sekundnih obdobjih smo izračunali naslednje parametre mobilnosti (Slika 1): 
▪ dolžino poti (ang. track length, TL); 
▪ največji odmik na poti (ang. maximal displacement, MD); 
▪ indeks usmerjenosti (ang. displacement index, DI), ki smo ga izračunali kot 
MD/TL. DI je vrednost v razponu 0-1 in je brez enote; 
▪ hitrost. 
 
Slika 1: Shematični prikaz analize mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov.  (A) V konfokalni 
mikrografiji smo izbrali fluorescentni mešiček (spodaj) in s programom Track2 (Celica, 
Ljubljana, Slovenija) na mešiček prilagodili 3D Gaussovo krivuljo (zgoraj) ter določili koordinate 
(x,y) vrha krivulje v času (Potokar in sod., 2005). (B) S pomočjo koordinat (črne točke) smo 
izmerili dolžino poti (črna črta; TL) in največji odmik na poti (siva daljica; MD) mešičkov v 
15-sekundnem obdobju.  
3.2.12 Statistična analiza in obdelava podatkov 
Rezultate meritev smo prikazali kot aritmetično sredino ± standardna napaka. Za 
statistično obdelavo podatkov smo uporabili program Sigma Plot 11.0 (Systat, Chicago, 
IL, ZDA). Za testiranje značilnosti razlik med dvema skupinama smo uporabili 
parametričen Studentov t-test (normalno porazdeljeni podatki) ali neparametričen 
Mann-Whitneyev U-test (ne zahteva normalno porazdeljenih podatkov). Za testiranje 
značilnosti razlik med več skupinami smo uporabili enosmerno analizo variance 
(ANOVA) ali neparametrični Kruskal-Wallis-ov test. Izvedli smo tudi neparametrični 
Dunn-ov pos-hoc test. Razlike smo označili kot statistično značilne pri vrednosti P<0,05. 
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4 REZULTATI 
4.1 IMUNOCITOKEMIČNA KARAKTERIZACIJA MEŠIČKOV S Kir4.1-EGFP  
S kvantitativno analizo kolokalizacije fluorescence Kir4.1-EGFP in fluorescence 
imunsko označenih markerjev ekso- in endocitotskih mešičkov smo najprej raziskali 
sub-celično lokalizacijo Kir4.1 v specifičnih membranskih predelkih fiksiranih astrocitov 
podgane v kulturi, ki smo jih označili s protitelesi proti KCNJ10, AQP4, SytIV, VAMP3, 
VAMP2, LC3, Rab7 in ustreznimi fluorescentnimi sekundarnimi protitelesi. Dodatno 
smo ugotavljali lokalizacijo Kir4.1 v mešičkih z zakisano svetlino označenih z barvilom 
LyTR v živih celicah. AQP4 je najpogostejši tip vodnih kanalčkov v astrocitih in član 
družine transmembranskih beljakovin, ki omogočajo učinkovit transport vode skozi 
plazmalemo (Potokar in sod., 2013a). Porazdelitev oz. lokalizacija AQP4 v astrocitih je 
podobna lokalizaciji kalijevega kanalčka Kir4.1 (Nagelhus in sod., 2004). Connors in 
sod., 2004, so s poskusi imunoprecipitacije ugotovili, da sta kanalčka AQP4 in Kir4.1 
povezana preko kompleksa distrofin-glikoprotein (ang. dystrophin-glycoprotein complex, 
DGC). Proteini SytIV, VAMP3 in VAMP2 uravnavajo od Ca2+-odvisno eksocitozo 
sekrecijskih mešičkov (Li in sod., 2015; Parpura in Zorec, 2010). LC3 je membranski 
protein avtofagosomov, medtem ko je Rab7 prisoten v endosomih, avtofagosomih in 
lizosomih (Gassen in Rein, 2019; Hu in sod., 2015). Pozni endosomi/lizosomi so 
membranski predelki z zakisano svetlino, ki jih lahko obarvamo z barvilom LyTR (Hu in 
sod., 2015). 
Mikroskopska opazovanja so razkrila, da se je fuzijski protein Kir4.1-EGFP vključil v 
membrane številnih mešičkov, ki so bili vidni kot fluorescentni delci različnih velikosti 
in so bili široko porazdeljeni v notranjosti celic (Slika 2A, levo). V membrane mešičkov 
s Kir4.1-EGFP se je številčno lokaliziral vodni kanalček AQP4 (65,2±2,3 %). V približno 
tretjino mešičkov s kalijevim kanalčkom Kir4.1 sta se lokalizirala še kalcijev senzor 
SytIV (34,2±2,8 %) in fuzijski protein VAMP3 (34,1±3,0 %). Kolokalizacija 
Kir4.1-EGFP s fuzijskim proteinom VAMP2 (8,5±0,9 %) in proteinom avtofagosomov 
LC3 (15,0±1,5 %) je bila skromna, medtem, ko je bila kolokalizacija Kir4.1-EGFP z 
markerjem poznih endosomov/lizosomov (Rab7 (4,6±0,4 %) in LyTR (5,2±0,5 %)) zgolj 
neznatna, kot je razvidno iz Slike 2B. Kolokalizacija fluorescence astrocitnih mešičkov s 
Kir4.1-EGFP in protiteles proti Kir4.1 (71,2±3,6 %) nam je služila kot pozitivna kontrola.  
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Slika 2: Imunocitokemična karakterizacija Kir4.1 EGFP pozitivnih mešičkov v astrocitih 
podgane. (A) Dvojno fluorescentne konfokalne mikrografije Kir4.1-pozitivnih mešičkov (zeleno) 
v fiksiranih in permeabiliziranih astrocitih imunsko označenimi s primarnimi protitelesi proti 
Kir4.1, proti AQP4, proti LC3 in proti Rab7 ter pripadajočimi sekundarnimi fluorescentnimi 
protitelesi (rdeče). Kolokalizacijska maska (belo) prikazuje kolokalizirane imunofluorescentne 
proteinske markerje s Kir4.1-pozitivnimi mešički. Merilo = 20 µm. (B) Kvantitativna 
kolokalizacija (sredina±standardna napaka) fluorescence imunsko označenih markerjev ekso- in 
endocitotskih mešičkov s fluorescenco Kir4.1-EGFP. Številke nad stolpci poročajo število 
analiziranih mikrografij. Kir4.1-EGFP se je številčno lokaliziral v membrane AQP4-pozitivnih 
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mešičkov, 65,2±2,3 %; zmerno v membrane sekrecijskih mešičkov s kalcijevim senzorjem SytIV, 
34,2±2,8 % in fuzijskim proteinom VAMP3, 34,1±3,0 %; malo v membrane sekrecijskih 
mešičkov s fuzijskim proteinom VAMP2, 8,5±0,9 % in membrane avtofagosomov, 15,0±1,5 % 
(LC3 – z mikrotubuli povezana lahka veriga 3 proteina 1 (protein avtofagosomov)) in zgolj 
neznatno v membrane poznih endosomov/lizosomov, 4,6±0,4 % (Rab7 – protein poznih 
endosomov, multi-vezikularnih telesc, avtofagosomov in lizosomov) ter mešičke z zakisano 
svetlino (pozni endosomi/lizosomi), 5,2±0,5 %. 
4.2 LOKALIZACIJA Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV VZDOLŽ 
POLARIZIRANIH ELEMENTOV CITOSKELETA 
Porazdelitev Kir4.1-pozitivnih mešičkov vzdolž polariziranih elementov citoskeleta, ki 
omogočajo usmerjene premike celičnih predelkov, smo prav tako ugotavljali s 
kvantitativno analizo kolokalizacije fluorescence Kir4.1-EGFP z imunsko označenimi 
strukturami – elementi citoskeleta. Mikrotubule in aktinske filamente smo označili s 
protitelesi anti-α-tubulin in anti-β-aktin ter ustreznimi sekundarnimi fluorescentnimi 
protitelesi. 
Na Slikah 3A-B je prikazana kolokalizacija mešičkov s Kir4.1-EGFP (zeleno) z 
imunofluorescentno označenimi (rdeče) mikrotubuli (Slika 3A) in aktinskimi filamenti 
(Slika 3B). Kot je razvidno iz slik so Kir4.1-pozitivni mešički široko porazdeljeni po 
celicah. Na Slikah 3A-B je prikazana tudi kolokalizacija Kir4.1 z imunofluorescentnim 
elementom citoskeleta (maska v beli barvi). V prikazanih celicah se je ~57 % 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov lokaliziralo v neposredni bližini mikrotubulov in ~26 % v 
neposredni bližini aktinskih filamentov. S kvantifikacijo kolokalizacije fluorescence 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov in imunofluorescentno označenega elementa citoskeleta smo 
potrdili večjo lokalizacijo Kir4.1 vzdolž mikrotubulov, 50,4±1,8 %, kot vzdolž aktinskih 
filamentov, 18,8±1,3 % (Slika 3C). 
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Slika 3: Astrocitni Kir4.1-pozitivni mešički so preferenčno lokalizirani vzdolž mikrotubulov in 
manj vzdolž aktinskih filamentov. (A-B) Konfokalne mikrografije astrocitnih Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov (zeleno) in imunofluorescentno označenih (rdeče) proteinskih gradnikov mikrotubulov 
(A) ali aktinskih filamentov (B). Merilo = 20 µm. Kir4.1-pozitivni mešički lokalizirani v 
neposredni bližini mikrotubulov (188 od 328) ali aktinskih filamentov (78 od 295) so prikazani z 
belo kolokalizacijsko masko. (C) Kvantitativna kolokalizacija (sredina±standardna napaka) 
fluorescence Kir4.1-EGFP s fluorescenco imunsko označenih mikrotubulov (50,4±1,8 %) ali 
aktinskih filamentov (18,8±1,3 %). Številke nad stolpci poročajo število analiziranih mikrografij. 
4.3 SPONTANA MOBILNOST Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV 
Za ugotavljanje mobilnosti Kir4.1-pozitivnih in z LyTR označenih mešičkov smo s 
konfokalnim mikroskopom posneli spontane premike Kir4.1- in LyTR-pozitivnih 
mešičkov v 8 astrocitih v 1 min in s programom Track2 analizirali njihovo mobilnost v 
segmentiranih, 15-sekundnih, obdobjih (Kir-EGFP, 640 in LyTR, 638 obdobij 
mešičkov).  
Na Slikah 4A in C sta prikazani celici s fluorescentnimi Kir4.1- in LyTR- pozitivnimi 
mešički, medtem ko so na Slikah 4B in D prikazane rekonstrukcije poti, ki so jih 
prepotovali izbrani mešički v 1 min. V vsaki celici smo analizirali premike 20 mobilnih 
mešičkov in rekonstruirali njihove poti, ki so razkrile različno mobilne mešičke v istih 
celicah. Nekateri mešički so bili bolj mobilni in so prepotovali navidezno daljše 
Gajić A. Vpliv ketamina na znotrajcelično dinamiko kalijevega kanalčka Kir4.1 v astrocitih v kulturi. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
28 
(podolgovate) poti, medtem ko so bili drugi mešički manj mobilni in so prepotovali 
navidezno krajše poti z zavito podobo. Dodatno smo opazili tudi mešičke z zelo omejenim 
gibanjem, ki so opravili izrazito točkaste poti. Populacije manj mobilnih mešičkov nismo 
razčlenili na nadaljnje subpopulacije, saj nas je v nadaljevanju zanimal predvsem vpliv 
različnih tretiranj na mobilnost usmerjeno gibljivih mešičkov. 
Na Slikah 4E-G so prikazane frekvenčne porazdelitve (Kir4.1-pozitivni mešički v črni 
barvi in LyTR-pozitivni mešički v beli barvi) izbranih parametrov mobilnosti na katere 
smo prilegli logaritemsko Gaussovo funkcijo (v črni barvi za Kir4.1-pozitivne mešičke 
in v sivi barvi za LyTR-pozitivne mešičke) kot je razvidno na Slikah 4E-G. 
Izbrani parametri, dolžina prepotovane poti (TL), največji odmik na poti (MD) in indeks 
usmerjenosti (DI), so bili v primeru Kir4.1-pozitivnih mešičkov porazdeljeni okrog 
srednjih vrednosti 3,12±0,04 µm (Slika 4E), 0,51±0,01 µm (Slika 4F) in 0,17±0,00 (Slika 
4G), medtem ko bili v primeru LyTR-pozitivnih mešičkov porazdeljeni okrog srednjih 
vrednosti 2,63±0,03 µm (Slika 4E), 0,46±0,01 µm (Slika 4F) in 0,21±0,00 (Slika 4G). 
Kot je razvidno iz Slik 4 E-I je bila srednja vrednost prepotovane poti LyTR-pozitivnih 
mešičkov sicer krajša, a je bil relativni delež usmerjeno mobilnih mešičkov večji kot pri 
Kir4.1-pozitivnih mešičkih (~29 % vs. ~22 %). 
Na Slikah 4 H in I je prikazan odnos med MD in TL pri Kir4.1- in LyTR-pozitivnih 
mešičkih. Povprečno usmerjenost obeh tipov mešičkov smo ugotavljali s prileganjem 
linearne funkcije tipa [MD = MD0 + a× (TL)] pri kateri naklon funkcije ustreza indeksu 
usmerjenosti in je enak 1, če se mešički gibljejo povsem usmerjeno. V grafih je označeno 
sivo območje, ki je zamejeno s pikčasto črto, pod katero so prikazani mešički, katerih MD 
je manjši od 1 µm. S tem kriterijem (Potokar in sod., 2005) smo ugotovili, da je bilo 
usmerjeno mobilnih 22 % Kir4.1-pozitivnih mešičkov in 29 % LyTR-pozitivnih 
mešičkov. Relativna deleža usmerjeno mobilnih mešičkov v spontanih pogojih sta bila 
podobna, iz preostalih grafov pa je razvidno, da so primerljivi tudi ostali analizirani 
parametri mobilnosti. Spontano mobilnost obeh celičnih predelkov tako zelo verjetno 
omogoča enak molekulski mehanizem. 
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Slika 4: Spontana mobilnost astrocitnih Kir4.1-pozitivnih mešičkov je podobna mobilnosti 
LyTR-pozitivnih mešičkov (poznih endosomov/lizosomov). (A, C) Konfokalni mikrografiji 
prikazujeta transfeciran astrocit s fluorescentnimi Kir4.1- (A) in LyTR-pozitivnimi mešički (C) v 
celici, ki jo zamejuje bela obroba. Merilo (A, C) = 10 µm. (B, D) Rekonstrukcija poti (v 1 min) 
Kir4.1- (N = 20; B) in LyTR-pozitivnih mešičkov (N = 20; D) je razkrila različno mobilne mešičke 
v isti celici; mobilni mešički imajo bolj podolgovate poti, medtem ko imajo manj mobilni mešički 
točkaste poti. Izrazito točkaste poti kažejo na zelo omejeno gibanje mešičkov. (E-G) Frekvenčne 
porazdelitve poti (TL; E), največjih odmikov (MD; F) in indeksa usmerjenosti (DI; G) 
ugotovljene z analizo mobilnosti 640 Kir4.1- in 638 LyTR-pozitivnih mešičkih v 8 celicah. Na 
frekvenčno porazdelitev smo prilegli logaritemsko Gaussovo funkcijo (Kir4.1, črna črta in LyTR, 
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siva črta) f = a*exp(-0.5*(x/x0)/b)
2/x, v kateri je bil a = 56,63±2,18, b = 0,29±0,01 μm-0.5, x0 = 
3,12±0,04 μm (Kir4.1) in a = 71,87±2,94, b = 0,21±0,01 μm-0.5, x0 = 2,63±0,03 μm (LyTR) za 
podatke TL (E), a = 15,21±0,19, b = 0,58±0,01 μm-0.5, x0 = 0,51±0,01 μm (Kir4.1) in a = 
13,23±0,36, b = 0,61±0,02 μm-0.5, x0 = 0,46±0,01 μm (LyTR) za podatke MD (F) ter a = 
4,57±0,20, b = 0,39±0,02 μm-0.5, x0 = 0,17±0,00 (Kir4.1) in a = 3,13±0,24, b = 0,58±0,05 μm
-0.5, 
x0 = 0,21±0,01 (LyTR) za podatke DI (G). Vrh funkcije (x0; sredina±standardna napaka) je 
izpisan nad pripadajočo krivuljo. (H, I) grafa prikazujeta povezavo med MD in TL pri 
Kir4.1- (H;  črni krogi) in LyTR-pozitivnih mešičkih (I, beli krogi). Mešički z MD >1 μm (nad 
sivim območjem in pikčasto črto) so usmerjeni, medtem ko so mešički z MD <1 μm neusmerjeno 
mobilni. Relativni delež (%) usmerjeno mobilnih Kir4.1- in LyTR-pozitivnih mešičkov je 
podoben (zapis v desnem zgornjem kotu grafov). 
4.4 VPLIV KETAMINA, dbcAMP IN POVEČANE [K+]o NA MOBILNOST 
Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV 
V nadaljevanju smo raziskali vpliv subanestetičnih odmerkov ketamina, povečane 
koncentracije dbcAMP in [K+]o na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Mobilnost 
mešičkov v tretiranih celicah smo primerjali z mobilnostjo v kontrolnih, netretiranih 
celicah (spontana mobilnost). Različni farmakološki tretmaji so izzvali primerljivo 
zmanjšanje mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Iz grafičnih prikazov na Sliki 5 (A-D) 
je razvidno, da je 30 min tretiranje astrocitov s 2,5 µM ali 25 µM KM, kot tudi 24 h 
tretiranje astrocitov z 1 mM dbcAMP ali 15 mM [K+]o statistično značilno (P<0,05) 
zavrlo mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Prepotovana pot (TL), največji odmik na poti (MD) in hitrost Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
so se najbolj zmanjšali po kratkoročnem (30 min) tretiranju s 25 µM KM. Dolžina poti se 
je zmanjšala iz 3,46±0,07 µm v spontanih razmerah na 2,53±0,02 µm po tretiranju celic 
s 25 µM KM, medtem ko se je največji odmik zmanjšal iz 0,87±0,04 µm v kontrolnih 
celicah na 0,32±0,01 µm po tretiranju s 25 µM KM. Indeks usmerjenosti se je najbolj 
zmanjšal po dolgoročnem tretiranju astrocitov z 1 mM dbcAMP in sicer iz 0,23±0,01 na 
0,12±0,00. Največje zmanjšanje hitrosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov je izzvalo tretiranje 
celic s 25 µM KM. V spontanih razmerah so Kir4.1-pozitivni mešički povprečno potovali 
s hitrostjo 0,23±0,01 µm/s, medtem ko so pod vplivom ketamina upočasnili na 
0,17±0,00 µm/s. 
V splošnem so različni tretmaji podobno zavrli mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Razlika med najmanjšim in največjim zmanjšanjem parametra mobilnosti glede na 
kontrolo je bila 0,35 µm v primeru TL (TLrazlika = TLdbcAMP – TL25 µM KM = (2,88 – 
2,53) µm = 0,35 µm), 0,04 µm v primeru MD, 0,02 v primeru DI in 0,02 µm/s v primeru 
hitrosti. Kratkoročno tretiranje astrocitov s subanestetičnim odmerkom ketamina (2,5 in 
25 µM, 30 min,), kot tudi dolgoročno tretiranje astrocitov s povečano koncentracijo 
dbcAMP (1 mM, 24 h) ali K+ (15 mM, 24 h) je podobno zavrlo mobilnost 
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Kir4.1-pozitivnih mešičkov, kar potencialno kaže na skupen mehanizem delovanja za 
zaviranje mobilnosti mešičkov.  
 
 
Slika 5: Kratkoročno farmakološko tretiranje astrocitov s subanestetičnim odmerkom ketamina in 
dolgoročno tretiranje z dbcAMP ali s povečano zunajcelično koncentracijo K+ zavre mobilnost 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov. (A–D) Spontana mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (TL, A; MD, 
B; DI, C in Hitrost, D; sredina±standardna napaka) v kontrolnih (Kon) astrocitih in astrocitih 
tretiranih 30' s 2,5 ali 25 µM ketaminom (KM) ali 24 h z 1 mM dbcAMP ali 15 mM K+ v gojišču. 
Različni farmakološki tretmaji so izzvali primerljivo zmanjšanje mobilnosti astrocitnih 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih 15-sekundnih 
obdobij mobilnosti mešičkov, številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. * 
pomeni statistično značilno razliko (P<0,05; ANOVA rangov in Dunn-ov post-hoc test) glede na 
mobilnost v kontrolnih astrocitih. 
4.5 VPLIV AKUTNO POVEČANE [K+]o NA MOBILNOST 
Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV 
V nadaljevanju smo ugotavljali, ali na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov vpliva tudi 
akutno povečanje [K+]o, ki smo ga izzvali z bolusnim dodatkom ZR-75K+ v merilno 
kamrico med mikroskopiranjem. Končna koncentracija prostih kalijevih ionov v 
zunajcelični raztopini je bila 15 mM. Po analizi pridobljenih posnetkov smo ugotovili, da 
akutno draženje celic s povečano [K+]o ni izzvalo takojšnje, statistično značilne 
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spremembe mobilnosti mešičkov. Statistično značilno (P<0,05) zmanjšanje mobilnosti 
mešičkov smo ugotovili šele 25 min po povečanju [K+]o (Slika 6 A-C). Čeprav je na vseh 
štirih grafih razvidno blago povečanje mobilnosti mešičkov v časovni točki 5 min po 
dodatku dražljaja, je bila ta sprememba premajhna, da bi lahko potrdili dvofazen učinek 
povečane [K+]o na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
 
Slika 6: Akutno draženje astrocitov s povečano zunajcelično koncentracijo K+ ne vpliva na 
mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (TL, A; MD, B; 
DI, C in Hitrost, D; sredina±standardna napaka) pred (Kon) in 1', 2', 5' in 25' po aplikaciji 
zunajcelične raztopine s povečano [K+] na astrocite; akutno draženje ni izzvalo takojšnje 
spremembe mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Številke nad stolpci prikazujejo število 
analiziranih 15-sekundnih obdobij mobilnosti mešičkov, številke na bazi stolpcev prikazujejo 
število analiziranih celic. * pomeni statistično značilno razliko (P<0,05; ANOVA rangov in 
Dunn-ov post-hoc test) glede na mobilnost pred draženjem astrocitov. 
4.6 VPLIV KETAMINA NA POVRŠINSKO GOSTOTO NATIVNIH 
KANALČKOV Kir4.1 
Iz Slike 5 je razvidno da kratkoročni tretma z obema uporabljenima subanestetičnima 
koncentracijama ketamina povzroči zmanjšanje mobilnosti in tako smo preverili tudi 
vpliv obeh odmerkov na površinsko gostoto nativnih kalijevih kanalčkov Kir4.1 v 
plazmalemi astrocitov. V ta namen smo astrocite miši kratkoročno (30 min) tretirali z 
2,5 µM ali 25 µM ketaminom in nativne kanalčke Kir4.1 na površini živih astrocitov 
označili s protitelesi proti Kir4.1 ter ustreznimi sekundarnimi fluorescentnimi protitelesi. 
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S tem pristopom smo vizualizirali številna majhna območja z nativnimi kanalčki Kir4.1 
na površini astrocitov (Slika 7A; rdeče). 
Psevdobarvni prikazi intenzitete fluorescence Kir4.1-pozitivnih območij na površini 
kontrolnih in tretiranih astrocitov (Slike 7B-D) kažejo, da je površinska označenost 
nativnih kanalčkov Kir4.1 večja v kontrolnih (7B) kot v tretiranih astrocitih (7C-D). Slika 
7E prikazuje površino Kir4.1-pozitivnih območij v plazmalemi astrocitov v kontrolnih in 
tretiranih celicah, Slika 7F pa kumulativno intenziteto fluorescence Kir4.1. Kratkoročno 
tretiranje astrocitov z obema koncentracijama ketamina je izzvalo statistično značilno 
zmanjšanje velikosti površine Kir4.1-pozitivnih območij, kar nakazuje na zmanjšanje 
površinske gostote Kir4.1 v plazmalemi astrocitov. Površina Kir4.1-pozitivnih območij 
se je zmanjšala iz 0,212±0,0 µm2 v kontrolnih celicah, na 0,155±0,0 µm2 po tretiranju z 
2,5 µM KM in 0,161±0,0 µm2 po tretiranju s 25 µM KM (Slika 7E). Površina 
Kir4.1-pozitivnih območij se je tako zmanjšala za 27 % zaradi vpliva 2,5 µM KM in za 
24 % zaradi vpliva 25 µM KM. Zmanjšanje površinske gostote Kir4.1 v plazmalemi 
astrocitov tretiranih s ketaminom dodatno potrjuje tudi zmanjšanje kumulativne 
intenzitete fluorescence označenih kanalčkov Kir4.1. Le-ta se je zmanjšala iz 265±4 A.U. 
v kontrolnih celicah na 169±2 A.U. (za 36 %) po tretiranju astrocitov z 2,5 µM 
ketaminom in na 184±2 A.U. (za 31 %) po tretiranju s 25 µM ketaminom (Slika 7F). 
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Slika 7: Kratkoročno tretiranje s subanestetičnim odmerkom ketamina zmanjša površinsko 
gostoto Kir4.1 v plazmalemi astrocitov miši. (A) Prekrivajoč prikaz diferencialne interferenčne 
mikrografije živih astrocitov in pripadajoče konfokalne mikrografije, ki prikazujejo 
Kir4.1-pozitivno imunofluorescenco na površini celic (rdeče točkaste strukture). (B–D) 
Psevdobarvni prikaz intenzitete fluorescence Kir4.1-pozitivnih območij na površini kontrolnih 
(Kon) astrocitov in astrocitov tretiranih 30' z 2,5 ali 25 µM ketaminom (KM), ki so bili obarvani 
s primarnim protitelesom proti Kir4.1 in sekundarnim fluorescentnim (Alexa546) protitelesom. 
Jakost površinske obarvanosti Kir4.1 je ponazorjena s psevdobarvno jakostno lestvico (desno pod 
panelom B; 0–255 nivojev). Merilo = 20 µm. (E) Površina in (F) kumulativna (integrirana; ε) 
intenziteta (v arbitrarnih enotah, A.U.; sredina±standardna napaka) Kir4.1-pozitivnih predelov 
astrocitne plazmaleme v kontrolnih (Kon) astrocitih in astrocitih tretiranih 30' z 2,5 ali 25 µM 
ketaminom (KM). (P<0,05; ANOVA rangov in Dunn-ov post-hoc test) glede na površino (E) ali 
kumulativno (F) intenziteto Kir4.1-pozitivnih struktur v kontrolnih astrocitih. 
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5 RAZPRAVA 
V okviru naloge smo prvič raziskali subcelično lokalizacijo fluorescentno označenega 
kalijevega kanalčka Kir4.1-EGFP v membranskih predelkih astrocitov podgane v kulturi 
in znotrajcelično dinamiko Kir4.1-EGFP-pozitivnih mešičkov. Z uporabo modificiranega 
imunocitokemičnega postopka za barvanje živih celic smo dodatno ugotavljali 
porazdelitev nativnih kalijevih kanalčkov Kir4.1 v plazmalemi astrocitov miši v 
mirovanju in po kratkoročnem tretiranju s subanestetičnim odmerkom ketamina. 
Mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov smo spremljali v spontanih pogojih in pod 
vplivom subanestetičnih odmerkov ketamina ter povečane koncentracije dbcAMP in 
[K+]o, s katerimi smo simulirali patološke pogoje in spremenjeno mobilnost mešičkov v 
reaktivnih astrocitih.  
5.1 SUBCELIČNA LOKALIZACIJA Kir4.1-EGFP-POZITIVNIH MEŠIČKOV V 
ASTROCITIH 
Subcelično lokalizacijo kanalčka Kir4.1 smo ugotavljali z izražanjem Kir4.1-EGFP v 
specifičnih membranskih predelkih astrocitov, ki smo jih imunofluorescentno označili s 
protitelesi proti vodnemu kanalčku AQP4, kalcijevemu senzorju SytIV, fuzijskima 
proteinoma VAMP2 in VAMP3, proteinoma poznih endosomov/lizosomov LC3 in Rab7 
ter z barvilom LyTR, ki se kopiči v svetlini zakisanih mešičkov (Slika 2B).  
AQP4 je najpogostejši tip vodnih kanalčkov iz družine transmembranskih beljakovin, ki 
omogočajo učinkovit transport vode skozi plazmalemo (Potokar in sod., 2013a). 
Uravnavanje zunajcelične koncentracije K+, za katero je ključnega pomena kalijev 
kanalček Kir4.1, pogosto spremlja prehajanje vode skozi kanalčke AQP4 (Nagelhus in 
sod., 2004; Song in Gunnarson, 2012; Potokar in sod., 2013a). Pričakovano se je AQP4 
obilno lokaliziral v membrane Kir4.1-EGFP-pozitivnih mešičkov (~65 %). Kanalčka 
AQP4 in Kir4.1 sta povezana preko kompleksa distrofin-glikoprotein, porazdelitev 
oziroma lokalizacija AQP4 na površini astrocitov pa je podobna lokalizaciji kalijevega 
kanalčka Kir4.1 (Nagelhus in sod., 2004; Connors in sod., 2004), kar potrjujejo tudi naš 
rezultati, ki dodatno kažejo, da se oba kanalčka dostavita na površino celic kot proteina 
istih membranskih predelkov. 
Astrociti izražajo proteine, ki uravnavajo od Ca2+-odvisno eksocitozo. To so proteini 
kompleksa SNARE, med katere spadata sinaptobrevin 2 (Syb 2 ali VAMP2) in celubrevin 
(VAMP3) in pomožni proteini, kot je sinaptotagmin IV (SytIV) (Li in sod., 2015; Parpura 
in Zorec, 2010). Sinaptotagmini so družina membranskih proteinov, ki omogočajo od 
Ca2+ odvisno eksocitozo prenašalcev glije iz astrocitov (Zhang in sod., 2004), njihovo 
delovanje pa je lahko tako inhibicijsko kot stimulacijsko (Bharat in sod., 2017; Mori in 
sod., 2008). Zmerna kolokalizacija fluorescence Kir4.1-EGFP s fuzijskim proteinom 
VAMP3 (~34 %) in s kalcijevim senzorjem SytIV (~34 %) nakazuje, da lahko približno 
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tretjina mešičkov s Kir4.1 vstopi v uravnavano eksocitozo, ki je odvisna od nastanka 
kompleksov SNARE (Ropert in sod., 2016; Li in sod., 2015). Skromna kolokalizacija s 
fuzijskim proteinom VAMP2 (~8,5 %) potencialno kaže na manjšo vlogo proteina 
VAMP2 pri uravnavanju fuzijske aktivnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Naši rezultati nadalje nakazujejo, da Kir4.1-pozitivni mešički niso organeli v sestavi 
endo-/lizosomalnega sistema, saj je bila kolokalizacija Kir4.1 s proteinskim markerjem 
poznih endosomov/lizosomov Rab7 zelo nizka (~4,6 %). Protein Rab7 iz družine GTP-az 
je praviloma lokaliziran v poznih endosomih, multi-vezikularnih telescih, avtofagosomih 
in lizosomih (Hu in sod., 2015; Humphries in sod., 2011; Qin in sod., 2019). Zelo nizka 
lokalizacija Kir4.1 v mešičkih z zakisano svetlino (~5,2 %), kot so pozni 
endosomi/lizosomi, dodatno potrjuje to ugotovitev. Dozorevanje endosomov in/ali 
avtofagosomov v lizosome ustvari enkratno kislo okolje znotraj celičnih predelkov v 
katerih se odvijata proteoliza in razgradnja odvečnih celičnih komponent v osnovne 
gradbene enote (Hu in sod., 2015; Qin in sod., 2019). Zelo skromna kolokalizacija Kir4.1 
z LyTR nakazuje, da se Kir4.1 po internalizaciji iz plazmaleme ne usmeri v lizosome za 
namen razgradnje. Ugotovitev dodatno potrjuje tudi skromna kolokalizacija Kir4.1 s 
proteinom avtofagosomov – LC3. Avtofagija oziroma avtofagična disfunkcija je lahko 
povezana z različnimi nevrodegenerativnimi boleznimi in boleznimi, ki so povezane s 
stresom, med slednje spada tudi depresija (Gassen in Rein, 2019; Pla in sod., 2016). 
Gassen in Rein, 2019, sta ugotovila povečan proces avtofagije pri miših, ki so bile 
izpostavljene kroničnemu stresu. Skromna kolokalizacija Kir4.1-EGFP-pozitivnih 
mešičkov z LC3 (~15%) kaže, da se Kir4.1 večinoma ne dostavlja v avtofagosome in 
kasneje z njihovo pomočjo na plazmalemo. 
5.2 LOKALIZACIJA Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV VZDOLŽ 
POLARIZIRANIH ELEMENTOV CITOSKELETA 
V nadaljevanju smo ugotavljali lokalizacijo Kir4.1-pozitivnih mešičkov vzdolž 
polariziranih elementov citoskeleta – mikrotubulov in aktinskih filamentov, ki skupaj z 
molekulskimi motorji omogočajo usmerjene premike celičnih predelkov (Slika 3C). 
Daljše poti v celici omogočajo molekulski motorji dineini in kinezini, ki korakajo vzdolž 
mikrotubulov (Stachelek in sod., 2001), premagovanje krajših razdalj in lokalni transport 
celičnih predelkov pa miozini, ki korakajo vzdolž naključno orientiranih mikrofilamentov 
(Stachelek in sod., 2001; Potokar in sod., 2007; Mallik in Gross, 2004). Posamezen 
mešiček je lahko opremljen tako z enimi kot z drugimi molekulskimi motorji, ki so 
izmenoma aktivni med samim transportom; število enih ali drugih pa določa smer 
transporta (Potokar in sod., 2007; Rezaul in sod., 2016; Stachelek in sod., 2001). Glede 
na to, da se je ~57 % Kir4.1-pozitivnih mešičkov lokaliziralo v neposredni bližini 
mikrotubulov in ~26 % v neposredni bližini aktinskih filamentov (Slike 3C) lahko 
sklepamo, da so glavni usmerjevalci znotrajceličnega transporta Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov mikrotubuli in ne aktinski filamenti. To ugotovitev posredno podpira tudi 
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skromna kolokalizacija fluorescence Kir4.1 in VAMP2, ki lahko uravnava vezavo 
miozina na celične predelke (Stachelek in sod., 2001).  
5.3 MOBILNOST Kir4.1-POZITIVNIH MEŠIČKOV 
Mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov v astrocitih in njene spremembe zaradi 
hitro-delujočega antidepresiva ketamina so le malo raziskane, povsem neraziskano pa je 
uravnavanje mobilnosti teh mešičkov z znotrajceličnim prenašalcem cAMP in povečano 
koncentracijo [K+]o, ki lahko vodi v povečanje [cAMP]i (Zhou in sod., 2019). Z 
namenom, da bi osvetlili uravnavanje mobilnosti Kir4.1-EGFP-pozitivnih mešičkov smo 
astrocite tretirali s subanestetičnim odmerkom ketamina, s povečano koncentracijo 
dbcAMP in [K+]o ter raziskali spremembe mobilnosti usmerjeno gibljivih mešičkov glede 
na mobilnost mešičkov v kontrolnih astrocitih. 
5.3.1 Spontana mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
V spontanih razmerah je bila mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov podobna mobilnosti 
mešičkov z zakisano svetlino, ki so večinoma pozni endosomi/lizosomi. Kir4.1-pozitivni 
mešički so prepotovali nekoliko daljše poti kot LyTR-pozitivni mešički (za ~0,50 µm, 
Slika 4E), vendar je bil relativni delež bolj mobilnih Kir4.1-pozitivnih mešičkov nekoliko 
nižji (za ~10 % v primerjavi z LyTR-pozitivnimi mešički). V spontanih razmerah se 
Kir4.1-pozitivni mešički premikajo zmerno hitro. Njihova povprečna hitrost 
0,23±0,01 µm/s je zelo podobna hitrosti mobilnih endosomov/lizosomov 
(0,21±0,02 µm/s (naše delo, rezultat ni prikazan; Stenovec in sod., 2011)) in hitrosti 
mešičkov z BDNF (0,18±0,01 µm/s (Božič, 2014)). V astrocitih so našli tudi hitrejše 
mešičke, kot so sekrecijski mešički z VAMP2, ki potujejo s hitrostjo 0,65±0,04 µm/s 
(Crippa in sod., 2006) in sekrecijske peptidergične (ANP) mešičke, ki potujejo s hitrostjo 
0,40±0,00 µm/s (Potokar in sod., 2013b; Potokar in sod., 2005). Ugotovljene razlike 
nakazujejo, da mobilnost različnih tipov astrocitnih mešičkov omogočajo različni 
molekulski mehanizmi. 
V istih celicah smo našli različno mobilne Kir4.1- in LyTR-pozitivne mešičke – mobilne, 
ki so opravili podolgovate poti, manj mobilne, ki so opravili zavite poti in zelo omejeno 
mobilne mešičke, ki so opravili izrazito točkaste poti. Četrtina, natančneje 22 % 
Kir4.1- in 29 % LyTR-pozitivnih mešičkov, je bila usmerjeno mobilnih (MD>1 µm), kar 
pomeni da je bila večina mešičkov (78 % Kir4.1- in 71 % LyTR-pozitivnih mešičkov) 
neusmerjeno mobilnih. Slednji tip mobilnosti onemogoča hitro in učinkovito dostavo 
mešičkov do tarčnih mest v celici (Potokar in sod., 2007). Usmerjeno mobilnost 
omogočajo mikrotubuli in aktinski filamenti (Stachelek in sod., 2001; Potokar in sod., 
2007), a čeprav je bila približno polovica Kir4.1-pozitivnih mešičkov lokaliziranih vzdolž 
mikrotubulov, je bil delež usmerjeno mobilnih Kir4.1-pozitivnih mešičkov v spontanih 
razmerah razmeroma nizek.  
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Možnih vzrokov za neusmerjeno mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov je več. Dinamiko 
mešičkov uravnavajo znotrajcelične signalne poti, ki preko različnih regulacijskih 
molekul in signalnih poti vplivajo na: strukturo citoskeleta (Potokar in sod., 2013b; 
DeBerg in sod., 2013), aktivnost molekulskih motorjev (Rezaul in sod., 2016; Stachelek 
in sod., 2001; Soldati in Schliwa, 2006; Akhmanova in Hammer, 2010; DeBerg in sod., 
2013), povezavo molekulskih motorjev s transportnimi mešički (Akhmanova in Hammer, 
2010; DeBerg in sod., 2013) in povezavo molekulskih motorjev z elementi citoskeleta 
(Mallik in Gross, 2004). Vezavo molekulskih motorjev na celični tovor (nastanek 
kompleksov tovor-motor) omogočajo veliki proteinski kompleksi, ki vsebujejo GTP-aze, 
specifične adapterje, večfunkcijske ogrodne proteine in regulacijske dejavnike; 
arhitektura in delovanje kompleksov tovor-motor pa je pod vplivom fosforilacije, 
signalizacije s Ca2+ in proteolize (Akhmanova in Hammer, 2010). Na mobilnost 
znotrajceličnih mešičkov vplivajo tudi [cAMP]i (Potokar in sod., 2013b), [Ca2+]i (Potokar 
in sod., 2013b; Vardjan in sod., 2015; Akhmanova in Hammer, 2010) in ketamin 
(Stenovec in sod., 2019; Stenovec in sod., 2016; Chang in sod., 2009).  
Mnogo transportnih mešičkov vključuje v plazmalemi za mešičke specifične Rab 
GTP-aze, ki se s pripadajočimi motorji povežejo preko specializiranih adapterskih 
proteinov. Čeprav je število adapterjev Rab in ostalih proteinov potrebnih za vezavo 
motorjev v plazmalemi lahko veliko, je število pripetih motorjev precej manjše, kar 
nakazuje, da je povezava motorjev na plazmalemo relativno neučinkovit proces 
(Akhmanova in Hammer, 2010). Naši rezultati kažejo skromno lokalizacijo proteina 
Rab7 v mešičkih s Kir4.1, kar lahko deloma pojasnjuje majhno mobilnosti (saj mešički 
niso povezani z molekulskimi motorji). 
Ciklični adenozin monofosfat (cAMP) je pomemben sekundarni prenašalec, vpleten v 
številne signalne poti, ki uravnavajo delovanje in aktivnost celic, tudi astrocitov. Signalne 
poti s cAMP so vpletene v uravnavanje zaloge energije, ohranjanje ustreznega 
zunajceličnega okolja, imunski odziv in proizvodnjo trofičnih dejavnikov (Zhou in sod., 
2019). Spremembe koncentracije cAMP so v kompleksnem odnosu s spremembami 
koncentracije prostih Ca2+, ki so pomemben sekundarni prenašalec. V astrocitih cAMP 
uravnava tok Ca2+ preko uravnavanja od napetosti odvisnih kalcijevih kanalčkov tipa L 
(Zhou in sod., 2019) in aktivira kinazo CaMKII (Ashpole in sod., 2013). Ta uravnava 
tako lokalno kot časovno razvezavo molekulskih motorjev od elementov citoskeleta 
(Akhmanova in Hammer, 2010), s čimer vpliva na znotrajcelični transport. Povečanje 
[cAMP]i v astrocitih preko signalizacije s PKA izzove sproščanje Ca2+ iz znotrajceličnih 
zalog (kot je endoplazmatski retikulum) in povzroči nihanje v aktivnosti Ca2+ v astrocitih 
(Ujita in sod., 2017). Od Ca2+ je odvisna tudi aktivnost motorjev miozin-V in kinezin-1. 
Vezava Ca2+ na miozin-V sproži konformacijske spremembe, ki ojačajo aktivnost 
molekulskega motorja, od Ca2+ odvisna vezava kalmodulina na lahko verigo kinezin-1 pa 
zavre ATP-azno aktivnost (DeBerg in sod., 2013; Mallik in Gross, 2004). 
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Na aktivnost molekulskih motorjev vlivata tudi JIP1 in JNK3. JIP1, tovorni adapter 
kinezina-1, poleg povezave motorja na tovor rekrutira komponente signalnih poti 
MAPKK in JNK, ki so vpletene tudi v aktivnost molekulskih motorjev in lokalizacijo 
sinaptičnih mešičkov, kar lahko sproži razvezavo kinezinov (Akhmanova in Hammer, 
2010; Mori in sod., 2008; DeBerg in sod., 2013). Kinaza JNK3 s fosforilacijo serinskega 
ostanka molekulskega motorja kinezin-1 (Ser-175 v izoformi B in Ser-176 v izoformah 
A in C) zavre delovanje tega molekulskega motorja – nastanek negativnega naboja na 
Ser-175/176 preko fosforilacije vodi v nižjo vlečno silo in zmanjšano hitrost (DeBerg in 
sod., 2013). Poleg tega spodbuja tudi avtoinhibicijsko konformacijo kinezina, ki 
preprečuje ATP-azno aktivnost in vezavo motorja na mikrotubul (DeBerg in sod., 2013; 
Mallik in Gross, 2004), lahko pa se tudi neposredno veže in fosforilira Ser-134 Syt-IV, 
kar je pomembno za lokalizacijo zrelih mešičkov s Syt-IV in za ojačanje od Ca2+ odvisne 
eksocitoze (Mori in sod., 2008).  
Alternativno, Kamin in sod., 2010, nizko usmerjenost mešičkov v hipokampalnih 
nevronih razlagajo s tem, da je večina mešičkov že na svoji končni lokaciji v celici, v t.i. 
aktivni coni. Draženje tako vpliva predvsem na zmožnost zlitja mešičkov s plazmalemo 
in ne na dostavo mešičkov do plazmaleme. Predpostavijo, da so mobilni mešički dovolj 
mobilni, da bodo prispeli na ciljno lokacijo v celici; v tem primeru je draženje pomembno 
predvsem za sprožitev zlitja s plazmalemo. Draženje naj bi podobno delovalo tudi na 
mirujoče mešičke, ki so že na končni lokaciji (Kamin in sod., 2010). 
Za točnejšo razlago vzroka umirjene mobilnosti mešičkov bi morali izvesti dodatne 
poskuse in spremljati interakcije Kir4.1-pozitivnih mešičkov z elementi citoskeleta na eni 
in plazmalemo na drugi strani ter raziskati prisotnost različnih tipov molekulskih 
motorjev na preučevanih mešičkih. 
5.3.2 Vpliv dbcAMP na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
Ker sta v reaktivnih astrocitih spremenjena mobilnost mešičkov (Potokar in sod., 2013a) 
in izražanje kalijevega kanalčka Kir4.1 (Ohno in sod., 2018; Dossi in sod., 2018), stanje 
reaktivne astroglijoze pa je povezano s patologijo depresije (Rajkowska in Stockmeier, 
2013), smo z dodatkom 1 mM dbcAMP simulirali patološke pogoje in opazovali vpliv na 
mobilnost mešičkov s Kir4.1-EGFP. Dolgoročno tretiranje astrocitov z 1 mM dbcAMP 
je izzvalo statistično zmanjšano mobilnost v primerjavi z mešički v kontrolnih celicah 
(razvidno iz Slike 5). 
Velik odstotek kolokalizacije imunsko označenih vodnih kanalčkov AQP4 s 
Kir4.1-EGFP nakazuje na skupen mehanizem dostave obeh kanalčkov do plazmaleme. 
Potokar in sod., 2013a, so opazovali mobilnost AQP4-pozitivnih mešičkov in ugotovili, 
da se je le-ta zmanjšala po dolgoročnem (3 h in 24 h) tretiranju astrocitov z 1 mM 
dbcAMP. Po 24 h tretmaju se je TL AQP4-pozitivnih mešičkov zmanjšal za 10 %, MD pa 
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za 15 % (Potokar in sod., 2013a). V naših poskusih smo ugotovili 17 % zmanjšanje TL 
in 59 % zmanjšanje MD pri Kir4.1-pozitivnih mešičkih v astrocitih tretiranih z dbcAMP. 
Izpostavljenost celic dbcAMP je precej zmanjšala tudi usmerjenost in hitrost mešičkov 
(DI Kir4.1-pozitivnih mešičkov se je zmanjšal za 48 %, hitrost pa za 17 %). Čeprav 
rezultati na prvi pogled kažejo, da je 1 mM dbcAMP bolj zavrl mobilnost Kir4.1- kot 
AQP4-pozitivnih mešičkov, bi za bolj smiselno in povedno primerjavo morali spremljati 
AQP4- in Kir4.1-pozitivne mešičke v istih celicah ter analizirati mobilnost manj 
usmerjeno mobilnih Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Kljub razlikam ti rezultati potrjujejo, da 
je uravnavanje mobilnosti mešičkov pod vplivom cAMP in da je mobilnost v reaktivnih 
astrocitih zmanjšana.  
Povečanje [cAMP]i lahko povzročijo analogi cAMP, kot je dbcAMP, pa tudi laktat, 
maščobne kisline, aspirin in številni antidepresivi, vendar je mehanizem njihovega vpliva 
na cAMP še nepojasnjen (Zhou in sod., 2019; Zhang in sod., 2001). Encim vpleten v 
sintezo cAMP in povečanje [cAMP]i je adenilatna ciklaza (AC), ki je povezana z 
receptorji sklopljenimi s proteini G (GPCR, ang. G-protein-coupled receptor) (Zhou in 
sod., 2019). Poleg transmembranskih AC, ki so povezane z GPCR, lahko astrociti izražajo 
tudi topno AC (sAC, ang. soluble AC) (Zhou in sod., 2019). PKA, ki je pod vplivom 
cAMP, je poglavitni znotrajcelični mehanizem, ki uravnava aktivnost receptorjev 
sklopljenih s proteinom G, signalna pot s PKA pa je vpletena tudi v pogoste 
nevropsihiatrične motnje (Keil in sod., 2016). 
Dolgoročno povišanje cAMP lahko vpliva na izražanje AQP4, GLT1 in koneksinov 
(Zhou in sod., 2019), povzroči pa lahko tudi spremembe F-aktina, ki so lahko vzrok za 
zmanjšano mobilnosti mešičkov (Potokar in sod., 2013b; Chang in sod., 2009). 
Podobno kot ketamin (Sanacora in Banasr, 2013; Stenovec in sod., 2019), tudi cAMP 
vpliva na izražanje, transport in delovanje glutamatnih transporterjev (GLT-1 oz. EAAT2 
in GLAST oz. EAAT1) (Zhou in sod., 2019). Dolgotrajni tretma z analogi cAMP zviša 
izražanje GLT-1 v astrocitih v kulturi, kar je pomembno pri odpravljanju depresivnih 
simptomov v podganjih modelih depresije z inhibitorjem PDE4, ki učinkuje na 
PKA / CREB signalno pot (cAMP vodi v zvišanje izražanja GLT-1) (Zhou in sod., 2019). 
cAMP posreduje celične signale preko PKA, Epac 1 in 2 (ang. exchange factor directly 
activated by cAMP), kot tudi preko kanalčkov HCN (ang. hyperpolarization-activated 
cyclic nucleotide-gated channels). Po sintezi se cAMP zaradi aktivnosti fosfodiesteraz 
hitro razgradi do AMP in lahko aktivira z AMP aktivirane proteinske kinaze (AMPK), ki 
so ključne v metabolizmu glutamata (Zhou in sod., 2019). Akutna inhibicija PKA 
prehodno poveča privzem glutamata preko GLAST v astrocite (Zhou in sod., 2019). Tudi 
aktivacija poti cAMP-PKA z metamfetaminom, anestetiki ali kronično aplikacijo morfija 
zniža privzem glutamata (Zhou in sod., 2019). 
Povečanje [cAMP]i vpliva na aktivnost PKA (Keil in sod., 2016), ki nato fosforilira in 
zavre delovanje proteinske kinaze GSK3 (Fang in sod., 2000), ki preko fosforilacije 
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uravnava aktivnost glikogen sintaze in vpliva na različne funkcije v celicah – izražanje 
genov, metabolizem, proliferacijo in preživetje celic, pa tudi na proteine citoskeleta (Fang 
in sod., 2000; Li in Jope, 2010; Medina in Wandosell, 2011). Izoformi GSK3, GSK3α in 
GSK3β, sta paralogna proteina različno izražena v predelih možganov (Li in Jope, 2010). 
GSK3 s fosforilacijo vpliva tudi na aktivnost transkripcijskega dejavnika CREB, ki je 
pomembno vpleten v motnje počutja; njegova aktivnost in izražanje se po tretiranju z 
litijem, neposrednim inhibitorjem kinaz GSK3, zvišata (Li in Jope, 2010). Aktivnost 
GSK3 kinaz je uravnavana s fosforilacijo tirozina in serina/treonina (Medina in 
Wandosell, 2011). Mnoge proteinske kinaze, kot so Akt ter proteinski kinazi C in A, 
fosforilirajo GSK3 na N-terminalnem serinskem ostanku (Ser-21 GSK3α oz. Ser-9 
GSK3β) in tako zavrejo njeno aktivnost (Medina in Wandosell, 2011; Fang in sod., 2000; 
Li in Jope, 2010). Nasprotno pa fosforilacija tirozina (Tyr-279 GSK3α oz. Tyr-216 
GSK3β) spodbudi aktivnost kinaze GSK3 in omogoči vezavo substrata (Medina in 
Wandosell, 2011; Li in Jope, 2010). Aktivnost GSK3 je uravnavana tudi z rastnimi 
dejavniki, ki delujejo preko fosfatidilinozitol-3-kinazne PKB kaskade ali preko 
hormonske stimulacije receptorjev GPCR, ki vplivajo na [cAMP]i (Fang in sod., 2000). 
Pomanjkljiva inhibicijska fosforilacija serina GSK3 je dejavnik tveganja za razvoj s 
počutjem povezanih vedenjskih motenj in različne farmakološke študije nakazujejo, da je 
inhibicija GSK3 pogost mehanizem delovanja različnih zdravil, ki jih uporabljamo za 
zdravljenje motenj, med katere spada tudi klinična depresija. Skupina antipsihotikov, ki 
se uporabljajo za zdravljenje bipolarne motnje, kot tudi nekateri antidepresivi, ki so 
usmerjeni v monoaminergične sisteme, povečajo fosforilacijo serinskih ostankov GSK3 
kinaz in tako zavrejo njeno delovanje (Li in Jope, 2010). Na GSK3β vplivajo tudi od 
kalmodulina odvisne kinaze (kot je CaMKIII), ki vežejo proste Ca2+ in s tem aktivirajo 
GSK3β. Ta nato fosforilira molekulske motorje in zavre znotrajcelični transport BDNF 
mešičkov (Numakawa in sod., 2018), na podoben način pa morda deluje tudi na mešičke 
s Kir4.1. 
Sklepamo lahko, da uravnavanje mobilnosti z dbcAMP poteka preko več različnih 
mehanizmov, dostava kalijevih kanalčkov Kir4.1 na ciljna mesta v celicah pa je, kot 
potrjujejo naši rezultati, v reaktivnih astrocitih manj učinkovita od dostave v običajnih 
pogojih. 
5.3.3 Vpliv povečane [K+]o na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
Pomembna naloga kanalčkov Kir4.1 je privzem prostih kalijevih ionov, ki jih izločajo 
nevroni med povečano električno aktivnostjo (proženjem akcijskih potencialov). Količina 
kalijevih ionov v zunajceličnini vpliva na njihov privzem skozi kalijeve kanalčke v celice 
(Soe in sod., 2009; Ruppersberg, 2000; Edvinsson in sod., 2011; Kucheryavykh in sod., 
2007; Chever in sod., 2010; Mendez-Gonzalez in sod., 2020), zato smo nadalje 
ugotavljali vpliv dolgoročne izpostavljenosti astrocitov povišani [K+]o (15 mM) na 
mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Dolgoročno tretiranje astrocitov s 15 mM [K+]o 
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je, enako kot dolgoročno tretiranje z 1 mM dbcAMP, izzvalo podobno zmanjšanje 
mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov (Slika 5). Ta rezultat kaže, da različna 
farmakološka pristopa potencialno delujeta preko skupnega molekulskega mehanizma 
(intermediata), ki zavira mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. Analog cAMP, dbcAMP, 
lahko počasi prehaja preko plazmaleme in hidrolizira do aktivne oblike (Schultz in sod., 
1994; Zhang in sod., 2001), medtem ko povečana koncentracija [K+]o, ob sočasni zadostni 
razpoložljivosti zunajceličnega HCO3-, ki prehaja preko elektrogenega NaHCO3 
ko-transporterja, aktivira topno adenilatno ciklazo v astrocitih in katalizira nastanek 
cAMP (Choi in sod., 2012; Zhou in sod., 2019). Ob konsistentnem sproščanju K+ v 
zunajcelični prostor zaradi nevronske aktivnosti se, sočasno s spremembami v nevronski 
aktivnosti, aktivira astrocitna sAC (Zhou in sod., 2019). Oba uporabljena dolgoročna 
pristopa tako lahko povečata [cAMP]i v astrocitih, ki zavre mobilnost Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov. Še več, tudi 25 µM ketamin izzove povečanje [cAMP]i, ki traja med aplikacijo 
antidepresiva na astrocite (Lasic in sod., 2019).  
Poleg dolgoročnega, nas je zanimal tudi akutni vpliv povečane [K+]o (povečanje [K+]o iz 
5 mM na 15 mM K+) na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (Slika 6). V prvih 
petih minutah po povečanju [K+]o nismo opazili spremembe mobilnosti Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov, kar lahko kaže, da v kratkem času ni prišlo do zadostnega povečanja [cAMP]i, 
morda preprosto zato, ker je za aktivacijo sAC potrebna velika (vsaj 24 mM) 
koncentracija HCO3
- v zunajcelični raztopini (Choi in sod., 2012), medtem ko je bila v 
naši raztopini koncentracija manjša (5 mM). 
5.4 POVRŠINSKA GOSTOTA KANALČKOV Kir4.1 V PLAZMALEMI 
S pomočjo modificiranega imunofluorescentnega barvanja živih celic smo potrdili tudi 
izražanje nativnega kanalčka Kir4.1 na površini astrocitov miši in neodvisno pokazali, da 
subanestetični odmerki ketamina (2,5 ali 25 µM), ki zavirajo mobilnost Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov, zmanjšajo izražanje Kir4.1 na površini astrocitov (Slika 7). Obe subanestetični 
koncentraciji ketamina sta izzvali statistično značilno zmanjšanje fluorescentne 
označenosti Kir.4-1 pozitivnih območij. Nekoliko večjo spremembo je izzvala nižja 
koncentracija ketamina (27 % zmanjšanje zaradi 2,5 µM KM in 24 % zaradi 25 µM KM). 
Podobno se je znižala kumulativna intenziteta fluorescence označenih območij po 
kratkoročnem tretmaju (36 % zaradi 2,5 µM KM in 30 % zaradi 25 µM KM). Primerljivo 
zmanjšanje površinske gostote Kir4.1-pozitivnih območij zaradi ketamina je lahko 
posledica zmanjšane mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov in neučinkovite dostave 
Kir4.1 na plazmalemo. 
5.4.1 Vpliv ketamina na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
Dolgoročna aplikacija subanestetičnih odmerkov ketamina izzove, podobno kot 
dolgoročna aplikacija dbcAMP, spremembe citoskeleta, zlasti strukture polimeriziranega 
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F-aktina in mikrotubulov (Potokar in sod., 2013b; Chang in sod., 2009). Splošni 
anestetiki, med katere sodi tudi ketamin, se lahko vežejo na površino kinezinov in/ali na 
mejno ploskev kinezin-β-tubulin ter zmanjšajo sposobnost transporta tovora. Domnevno 
se ketamin poveže s kinezinom na različnih vezavnih mestih v času vezave motorne glave 
v strukturo mikrotubula (med korakanjem motorja) in zmanjša njegovo afiniteto za 
mikrotubul. V primeru, ko je alosterično vezavno mesto kinezina zasedeno s 
farmakološko učinkovino se spodbudi razvezava kinezina od mikrotubulov, ki privede do 
zmanjšanja “dolžine hoda” (celokupne razdalje, ki jo opravi mešiček do zaustavitve ali 
razvezave od mikrotubula) (Bensel in sod., 2017). V raziskavi smo zato predpostavili, da 
bo ketamin zaviral znotrajcelično dinamiko Kir4.1. 
Našo hipotezo smo potrdili (Slika 5) in ugotovili, da obe uporabljeni koncentraciji 
ketamina, 2,5 in 25 µM, značilno zmanjšata mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Nekoliko večji vpliv na mobilnost membranskih predelkov s Kir4.1 je imel 25 µM KM, 
vendar so bile razlike v opazovanih parametrih mobilnosti, v primerjavi z 2,5 µM KM, 
majhne. V primerjavi z mobilnostjo v spontanih pogojih se je pod vplivom 25 µM KM 
najbolj zmanjšal MD (za 63 %), najmanj pa TL in hitrost (za 27 oz. 26 %). V primerjavi 
z dolgoročnim tretiranjem celic z dbcAMP ali dolgoročno povečano [K+]o je tretiranje s 
ketaminom povzročil nekoliko večje zmanjšanje mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Vsi našteti režimi tretiranja celic so zmanjšali mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
Čeprav je natančen mehanizem zmanjšane mobilnosti trenutno še nejasen, je le-ta lahko 
posledica spremenjene strukture citoskeleta zaradi vpliva dbcAMP in ketamina (Potokar 
in sod., 2013b; Chang in sod., 2009) in/ali vezave ketamina na kinezinske molekulske 
motorje (Bensel in sod., 2017), ki dostavljajo membranske proteine mešičkov proti 
periferiji oz. na površino celic. Ketamin vpliva tudi na znotrajcelično signalizacijo s 
cAMP (Wray in sod., 2019; Stenovec in sod., 2019), zlivanje eksocitotskih mešičkov s 
plazmalemo astrocitov (Stenovec in sod., 2016), odpiranje fuzijske pore (Stenovec in 
sod., 2016; Lasic in sod., 2016) in na spremembe [Ca2+]i, od katerih je odvisno 
eksocitotsko izločanje prenašalcev glije iz astrocitov (Allen in Barres, 2006; Sofroniew 
in Vinters, 2010; Zhang in sod., 2004; Lasic in sod., 2019). Čeprav dolgoročno (24 h) 
tretiranje astrocitov z dbcAMP in ketaminom povzroči spremembe v strukturi citoskeleta 
(Potokar in sod., 2013b; Chang in sod., 2009), ki prispevajo k zmanjšani mobilnosti 
Kir4.1 pozitivnih mešičkov, Chang in sod., 2009, poročajo, da kratkoročno (1 h) tretiranje 
s 100 µM ketaminom ni povzročilo sprememb F-aktinskih filamentov v tumorskih jetrnih 
celicah človeka. S ketaminom izzvano zmanjšanje mobilnosti Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov tako najverjetneje ni posledica strukturnih sprememb aktinskih filamentov v 
astrocitih. 
Z našim delom smo prispevali k poznavanju fizioloških lastnosti astrocitnih celičnih 
predelkov s Kir4.1 in raziskali uravnavanje mobilnosti Kir4.1-pozitivnih mešičkov s 
hitro-delujočim antidepresivom ketaminom. Kratkoročno tretiranje astrocitov s 
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subanestetičnim odmerkom ketamina je izzvalo statistično značilno zmanjšanje 
mobilnosti kalijevih kanalčkov Kir4.1 in zmanjšalo površinsko gostoto Kir4.1 v 
plazmalemi astrocitov. Te ugotovitve potrjujejo obstoj mehanizma antidepresivnega 
delovanja ketamina v astrocitih in pomenijo odskočno desko za nadaljnje raziskave 
molekulskega mehanizma delovanja ketamina v astrocitih. 
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6 SKLEPI 
V nalogi smo raziskali porazdelitev kalijevega kanalčka Kir4.1 v specifičnih celičnih 
predelkih astrocitov in vzdolž polariziranih elementov citoskeleta ter ugotavljali 
dinamiko Kir4.1 v spontanih razmerah in po kratkoročni aplikaciji subanestetičnih 
odmerkov antidepresiva ketamina ter dolgoročni aplikaciji povečane koncentracije 
dbcAMP in povečane zunajcelične koncentracije K+. Astrocite podgan smo transfecirali 
s plazmidno DNA z zapisom za fluorescentno označen kalijev kanalček Kir4.1 
(Kir4.1-EGFP) in v realnem času s konfokalnim mikroskopom raziskali mobilnost 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov v spontanih razmerah in po aplikaciji navedenih 
farmakoloških učinkovin. Z modificiranim imunocitokemičnim barvanjem smo 
fluorescentno označili nativne kalijeve kanalčke Kir4.1 v živih astrocitih miši in raziskali 
vpliv antidepresiva ketamina na spremembo površinske gostote Kir4.1 v plazmalemi. 
Glavne ugotovitve raziskave so: 
▪ Kalijev kanalček Kir4.1 je množično kolokaliziran z vodnim kanalčkom AQP4 
(65 %) v membrani istih mešičkov. Kir4.1-pozitivni mešički so zadostno 
opremljeni s proteini, ki omogočajo vstop v uravnavano, od Ca2+-odvisno 
eksocitozo (~34 % z VAMP3, ~8 % z VAMP2, ~34 % SytIV).  
▪ Kir4.1-pozitivni mešički so večinoma lokalizirani v neposredni bližini 
mikrotubulov (57 %) in manj v neposredni bližini aktinskih filamentov (26 %). 
▪ Mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov v spontanih pogojih je podobna mobilnosti 
LyTR-pozitivnih mešičkov. Približno četrtina (22 %) Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
je usmerjeno mobilnih (MD>1 µm). 
▪ Kratkoročno (30 min) tretiranje astrocitov s subanestetičnim odmerkom ketamina 
(2,5 in 25 µM) zmanjša mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (MD za ~63 %, DI 
za ~39 %, TL in hitrost za ~27%). 
▪ Dolgoročno (24 h) tretiranje astrocitov s permeabilnim analogom cAMP (1 mM 
dbcAMP) in povečano zunajcelično koncentracijo K+ (15 mM K+) podobno 
zmanjša mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov (MD se zmanjša za ~59 %, DI za 
48 oz. 43 %, TL in hitrost za 17 oz. 21 %). 
▪ Akutno povečanje [K+]o ne vpliva na mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov. 
▪ Kratkoročno tretiranje astrocitov miši s subanestetičnim odmerkom ketamina 
(2,5 µM in 25 µM) zmanjša površinsko gostoto Kir4.1-pozitivnih območij v 
plazmalemi; površina območij se zmanjša za ~27 % oz. ~23 %, kumulativna 
intenziteta označenih območij se zmanjša za ~36 % oz. 30 %. 
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7 POVZETEK 
Astrociti so heterogene celice glije, ki zagotavljajo večplastno homeostazo v možganih. 
Motnje in/ali odpovedi delovanja astrocitov lahko vodijo v nastanek nevrodegenerativnih 
in psihiatričnih bolezni, med katere spada tudi klinična depresija. Prizadene približno 
20 % svetovne populacije, njeno uspešno zdravljenje pomeni velik terapevtski izziv, saj 
antidepresivi usmerjeni v monoaminergične sisteme dosežejo polno učinkovitost šele po 
nekaj tednih uporabe, številni pacienti pa se nanje sploh ne odzivajo. Veliko pozornost v 
psihiatriji je zato vzbudil splošni anestetik ketamin ki, pri pacientih neodzivnih na 
zdravljenje s klasičnimi antidepresivi, izzove hitre in dolgotrajne antidepresivne učinke. 
Klinično depresijo v bolezenskem modelu podgane vzročno povezujejo z atipično 
električno aktivnostjo nevronov v možganskem predelu LHb, ki je lahko posledica 
prekomernega odstranjevanja kalijevih ionov iz okolice nevronov zaradi prekomerno 
izraženih kalijevih kanalčkov Kir4.1 v astrocitih. Infuzija ketamina v predel LHb blokira 
atipično proženje akcijskih potencialov in izzove hitre antidepresivne učinke. Zaradi 
vpletenosti Kir4.1 v patofiziologijo depresije smo raziskali njegovo subcelično 
porazdelitev v astrocitih podgane v kulturi in ugotavljali vpliv subanestetičnih odmerkov 
ketamina na znotrajcelično dinamiko in površinsko gostoto Kir4.1 v plazmalemi 
astrocitov.  
Kir4.1 se je obilno lokaliziral v membrane astrocitnih mešičkov z vodnim kanalčkom 
AQP4 (65 %) in neznatno v predelke endo-/lizosomalnega sistema. Številni 
Kir4.1-pozitivni mešički so bili opremljeni s proteini, ki omogočajo vstop v od 
Ca2+-odvisno eksocitozo – VAMP3 (34 %), SytIV (34 %) in VAMP2 (8,5 %). 
Kir4.1-pozitivni mešički so se preferenčno lokalizirali v neposredno bližino mikrotubulov 
(57 %) in manj vzdolž aktinskih filamentov (26 %), kar nakazuje, da so glavni 
usmerjevalci znotrajceličnega transporta Kir4.1 mikrotubuli in z njimi povezani kinezini 
in dineini. Podobna mobilnost Kir4.1-pozitivnih mešičkov in mešičkov z zakisano 
svetlino kaže, da mobilnost obeh tipov mešičkov zagotavljajo podobni molekulski 
mehanizmi. Usmerjeni Kir4.1-EGFP-pozitivni mešički so potovali z zmerno povprečno 
hitrostjo (0,23 µm/s) in prepotovali razdaljo ~14 µm v min. Delež usmerjeno mobilnih 
Kir4.1-pozitivnih mešičkov (MD > 1 µm) je bil relativno majhen (22 %), možnih vzrokov 
za majhno mobilnost je več. Izmed preučevanih farmakoloških tretmajev je mobilnost 
najbolj zavrlo 30 min tretiranje celic s 25 µM ketaminom, medtem ko akutno povečanje 
koncentracije K+ (iz 5 mM K+ na 15 mM K+) ni vplivalo na mobilnost. Različni 
farmakološki tretmaji (30 min z 2,5 ali 25 µM ketaminom ter 24 h z 1 mM dbcAMP ali 
15 mM K+) so statistično značilno in primerljivo zmanjšali mobilnost Kir4.1-pozitivnih 
mešičkov, kar potencialno kaže na skupnem molekulski mehanizem za zaviranje 
mobilnosti mešičkov. Skladno z zamislijo o okrnjeni dostavi Kir4.1-pozitivnih mešičkov 
do plazmaleme sta obe subanestetični koncentraciji ketamina povzročili zmanjšanje 
površinske gostote kalijevega kanalčka Kir4.1 v plazmalemi. Ugotovljen vpliv ketamina 
na znotrajcelično dinamiko astrocitnih kanalčkov Kir4.1 lahko pomeni nadaljnji korak v 
utiranju novih poti za zdravljenje klinične depresije s farmakološkim učinkovanjem na 
celice glije. 
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